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RESUME

La reprogrammatiorépigénétique est une étape essentielle du développement des cellules
germinales caract®ri s®e par une pert@®mMCsui vi e
per mettant dé®t abl ir | 6 e ndifférencatian eellupi®@rnl@amiéeque e
suggéré que cette reprogrammation serait la cible de perturbateurs endocriniens a caractere
oestrogéniquenaisleurs effets immédiats seettereprogrammation sont peu conngusavons

utiisel e rat qui e Pourdesdéridapxicaogiqudset caadiéoidles événements

dela reprogrammation épigénétiques peu décrilanscette espécdotreanalysele la cinétique
de5mCindique quda méthylationrde novadu génomeincluantle géne a empreintd19, débute

a 20.5 jours postoitum (jpc)in vivo. L 6 ®t u diywmamidjesd 6 e x pr e s senpymesde 16
modulantla 5SmCetlesmodifications postraductionnelles des histones (méthylation, acétylation

et ubiquitination)pendant le développemeamérinatal @s gonocytemontreun remodelage de la
chromatine médiée par des variations de modificationstposee d u ct i o nn isdedas d 6 hi
rem®t hyl atildmndéybk é A Beddypamiguade i6maglificationsd 6 hi st ones
dans les gonocytes etwogoniesa difféerents stades de développementuvrant la phase de
méthylationde novachez le méle identifi’k oi s modi fi cati ons dohi stone
et H2AK119Ub)variant spécifiguementlans les gonocytamalessuggéranqu 6 el | eus j ou eI
réle dans la méthylain de novo Nous montrons que la culture organotypique des testicules

f 1 t dearatreproduitla cinétiquein vivo de trois marques épigénétiquésnC, H3K4me?2 et

H3K4me3) sans besoin de facteexegenesy al i dant ainsi son wton | i sat.
déun x®nistrog ne sur | ale tragggmentd dertraisnouestavem N ®p i ¢
agonistepurdes r ®cepteur,s | d®X hi EBRY serxesteatwuied dxplantés
avant lareméthylationd e | §18.B pc + 3 joursh 6 acte fpas le niveau global de 5mC,

H3K4me2 et H3K4me3 maialtere la méthylation dd33 régionsdans les gonocytes traités
comparativement aux témoinSes données suggerent qué ®t h i n yn B eas des effdts o |
globauxsur les trois marques épigénétiguétudiéesnaisinduit des altérations spécifiquels
meéthylome des gonocytes étudetranscriptomiquedes gonocytes ales cellules somatiques

révele que 72 et 177 genes sdifférentiellement expriméapres traitemenCecisuggreque les
gonocytes neser ai ent pas | a éthinylestradiol. Toatefois, il6bE Eetered e | 6
I 6 e x p rdessARNsonarcodants et des récepteurs olfactfis sonttranscriptionnellement
réguléspar des mécanismes épigénétigseggeant g u eéthihykestradiolpeut affeter des
m®cani smes ®pi g®n®ti ques autres que | a mo®t hyl

Mots cléss r epr ogr ammat i on ®pi g®n®t i que, mst hyl at i
traductionnellesl 6 hi s t o n e xénoestrogenesthmylestsadiol, culture organotypique.



ABSTRACT

Epigenetic reprogramming is an essential step of germ cells developmeattehaed by a loss
followed by regain of DNA methylation (5mC), which allows the establishment of genomic
imprint and ensure cell differentiation. It has been suggestéthisaeprogramming may be the
target of estrogenic endocrine disruptors, bulelits known about theidirect effects on this
reprogramming. We used the rat which is the species of choice for toxicological studies and
characterized the events of epigta reprogramminghat arenot well studied in rat gonocytes

Our analysis of the kinetics of 5mC indicates t@atmhovomethylation of the genome, including

the imprinted gendéd19, begins at gestational day 20.5 (GiD)vivo. Study of the expression
dynanics of 165 enzymes modulating DNA methylation and -pastdational histone
modifications (methylation, acetylation and ubiquitination) during gonocytes perinatal
development shows a remodeling of the chromatin mediated by variatiposttranslation&
histone modifications at the time of DNA remethylation. @anative analysis of the dynamics of

6 histone modifications in gonocytasd oogoniat different developmental stages coveriey

novo methylation has allowed the identification dhree histoe modifications (H3K4me3,
H3K27me3 and H2AK119Ub) varying sg&cally in male gonocytes suggesting that they play a
role in de novomethylation. We shoed that rat fetal testes organ culture reproducesivo
kinetics of three epigenetic marks (5mC, H3#eR and H3K4me3) without the need for
exogenous factortheréy validating its use to investigate the acsasf a xenoestrogenon
epigenetic reprogramming. The thyvéay treatment with a pure estrogen receptor agonist,
ethinylestradiol, on testes expladtbefore DNA remethylation (GD18.5 + 3 days) does not affect
the overall level of 5mC, H3K4me2 and H3K4me3 but alters the methylation of 433 regions in the
treated gonocytes compared to the controls. These data suggest that ethinylestradiol does not
disrupt the onset of DNA remethylation. The transcriptomic ansiysiealedthat 72 and 177
genesweredifferentially expressed in gonocytes and somatic cells, respectseggesting that
gonocytes would not be thprimary target of ethinylestradiol. Nonetless, EE2induced
alterations in transcriptioof noncodingRNAs and olfactory receptors whiahe transcriptionally
regulated by epigenetic mechanismisich suggest that ethinylestradiol may affect epigenetic
mechanisms other than DNA methylation.

Key words: epigenetic reprogramming, DNA methylationposttranslational histone
modifications, gonocytes, xenoestrogens, ethinylestradiol, organ culture.
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INTRODUCTION

LOi ncodedtoublesde | 6appareil reproducteur moOGl e est
Ces troubles consistent en la diminution du nombre et de la qualité des tepeides,

I
I

S

(@}

augmednet alt diomci dence du cancer testicul aire
appareil reproducteur mOGle tel que | a crypt«
mptltmes dbébune seul e mal r@ésid testicagre @DSHa ét6 y ndr o

c < O

sugg®r ® qubdbune exposition ° des perturbateurs
du testicule serait ) | 6origine de ce syndro
épidémiologiques et expérimentalkess g g ®r ant  dpoid utercd des PP & canadteres
oestrog®nigues (x®noestrog nes) alt re |l e d®v:«
| 6apparition doébun ou de plusieurs sympt?! me:
jusqu 6 | 6 ©ge adul t eauxvgénématens Suivanes, possidlensemivia des
mécanismes épigenétiques. En effet, de récentes études expérimentales réalisées chez la souris
rapportent des altérations du méthylome des spermatozoides chez des pudésrexteroau
X ®nTi st r ognohfele méthylerpehdu spermatozoide chez la souris est établi pendant le
d®vel oppement fital des gonocytes |l ors de | a
gue cette fenétre de la reprogrammation peut @iéecpar les xénoestrogenes. Touteftes
effets directs des xénoestrogenes sur la reprogrammation épigénétique des gonocytes sont encore

tres peu connus.

Pour ce projet de doctorge proposed 6 ut i | i ser ¢ omme (sonchd Spgrague a ni ma
Dawley)quie st | 6 e s p c es étldes toxicaopiqguesptasautenodsdes hypothéses que

: 1) la machinerie de la reprogrammation épigénétique dans les gonocytes males peut étre ciblée
par les xénoestrogenes, et 2) la culture organotypique des eegticuf Tt aux de r at pet
la reprogrammation épigénétique dans les gonocytes et serait donc un bon modeéle pour étudier les
effets des xénd st r og nes s ulVles abjectifspéhient des ¥ waractériser la
reprogrammation épigénétique et seteurs dans les cellules germiratgles de rat pendant le
développement périnatal, 2) valider que le modele de la culture organotypique récapitule la
cinétiqueinvivode | a rem®t hyl ation de | 6 ADN et des mze
doM®niT strog ne pusularépio@ammationgpigersétiueadans leslggnocytes

males en utilisant le modele de culture organotypique.



La premi re partie de cette th se pr®sente | 0¢
surled®vel oppement d u cdlutes gernmonaléseet de flat reprogrammhagican
épigénétiques des gonocytes. La premiére section décrit les étapes du développement du testicule
et des cellules germinal es ai n®sdangaeeétapesa r 1 | e
deuxiéme seadin pr ®sent e | 6action des x®noestrog nes
troisieme section décrit la reprogrammation épigénétique dans les cellules germinales males et fait

une revue de c e aqtdesxéaogstrogenesrsur oe pehEess! 6 i mp

La deuxi me partie pr®sente |l es r®sultats obt
scientifiques. Le premier chapitre pr ®sent e
épigénétiques et des modifiath s d 6 hi st ones d a masnéthyltordgnowoo cyt e s

Le deuxieme chapitre valide que le modéle de culture organotypique reproduit les dynamiques de

l a reprogrammation ®pi g®n®ti que. Le troisi n
expost i on ” court ter mel 6®tuhni ny®reisg trraalg ode puwrr,
testicule fital, | 6®pi g®nome et | e transcriopt

de rem®t hyl ation de | 6 ADN.

Enfin, la troisieme partie constitue udiscussion générale des résultats obtewnusours de ce

doctorat.



PARTIE 1 : ETAT DES CONNAISSANCES
|. DEVELOPPEMENT DU TESTICULE ET DES CELLULES GERMINALES

I.1 Formation de la gonade

Les premiéres étapes de la gonadogenése consistent en la forestiorétes génitales sur la
surface vent-médiane des reins embryonnaires (ou mésonéphros) [Figure 1]. Ces crétes génitales
nai ssent de |l a prolif®ration acc® ®r ®e des
monocouche de | 6 ®pundfbridd densenet pseudosiratifiéqpéonem a

lieu vers 10.5 jours positum (10.5 jpc) chez la souris, 12.5jpc chez le rat®isémaines de

gestation (SG% ) ¢ h e z (PelasiKoopman, 2017).es gonades primordiales continuent

se d®vel opper par |l e biais dbébune i mportante
| 6 ®&®liituhm c 1 | orecrutgmeeat des tellulesdu mésonéples deux types cellulaires
vont °tre © | 6origine des diff®rents types de

dansPiprek etal., 2016)

\{
D
10.5dpc ‘
+ \'7 y =7
B genital ridge +\392;9 :;/.!,J:;;
B coelomic epithelium 2
B endoderm (hindgut)
spinal cord
O PGC
Testis Ovary

Figure 1: Différenciation sexuelle des gonade&es crétes génitales (bleu) apparaissent tout le

l ong du m®son®phros et se forment ) partir
c 1 | iquen (brun). Les cellals germinales primordiales (jaune) colonisent les crétes génitales
apr s avoir quitt® |l e tube digestif (rouge).
males se faitdés que legéBgye st e x pr i m® gsienrdesaxPet |4 transfdrreatiom r e
des crétes génitales en testicules. Figure tirée de Svingen et Koopman (2013).



A 12.5 jpc chez le rat, les crétes génitales sont bipotentielles et peuvent donc se développer en
testicules ou ovaires. Chez le male,lali®r enci ati on sexuel |l eSnyd®pend
(Sexdetermining Region of Y chromosome) codant pour déefar déterminant des testicules qui

est facteur de transcription de la famille SQ&ubbay et al., 1990; Sinclair et al., 1990)

L 6 e x pr eSnsenckenche dire cascade signalétique qui initagleeloppement des gonades
indifférenciées en testicules.Siyn 6 est pas expri m® ou fisagd lest r ansc
gonades indifférenciées se développent en o{Biraas et al., 2009; Kato et al., 2013; Larney et

al., 2014; Wu et al., 2012)

LOune des ®tapes i mportantes deSoddanstegceldlesft f ®r e |
précurseurs des cellules de Sertoli{gré r t ol i ) . En effet, une part.
cil omique exprimant | e oflxwrt eoloniser & ctéte genitaleseti d o g
commencer ~ prolif®rer rapidement. Ce mbest q
facteurSryest transcrit dans ces cellules menant a la surexpressgoxget | 6 ex pr essi on
facteurs mpliqués dans la différenciation des {3értoli en cellules de SertqWilhelm et al.,

2013) Ces dernieres jouent un réle trés artpnt pour le développement du testicule notamment

la différenciation des différentes lignées cellulaires dudestl e . En effet), | 6ab:
DHH (Desert Hedgehog) secrété par les cellules de Sertoli altére la différenciation des cellules de
Leydig et des cellules péritubulaires myoid€sark et al., 2000; Pierucéilves et al., 2001; Yao

et al., 2002) Les préSertoli forment des agrégats autour des cellules germinales primordiales
(CGPs) retrouveées dans les crétes génitales apres avoir migrer de léeirdéitérenciation. Ceci

va promouvoir la formation des structures caractéristiques du testicule, les cordamfesesni

(revu dangCool et al., 2012)

Entre 14.5 jpc et 15.5 jpc chez le rat, une membrane basale apparait autour des cordons. Dans

| 6i nt earstridtiruooyuve | es cellules de Leydig fital
cordons séminiferes vers 53pc et produisent des androgénes dont la testostérone des 15.5 jpc
(Habert & Picon, 1984) a différenciation morphologique des différents organes du tractus génital
malest programm®e durant | a vie fitale par | 6ai
la fenétre de masculinisation programmée quéa éntre 15.5 et 19.5 jpc chez le rat (SG8B!

chez | @Welshreadl. r2Q08)I estimportant de noter que les cellules de Sertoli contribuent

aussi ) |l a st ®r oudogen iene endestostérone,\ca tes delkilsesade t | €



Leydig fitales ndéexpriment pas | 6ermSD(@me&bcat al
hydroxyséroide déshydrogéna(€Shima et al., 203).

|.2 La gamétogenese
1.2.1 Des cellules germinales primordiales aux gonocytes

Le développement des cellules germinalastesticule est un processus complexe constitué de
plusieurs étapes. Les CGPs sont les précurseurs des gametes et sont a éalddeméke

ger mi nal e. Ces derni res sont d®t(pawdso®eat al., c hez
1999; Ying et al.,, 2000El | es se di ff®rencient des cellule
signaux pr ovenan temyenndirdantdes proténesnBéIP4eek BMP&D de la

famille des Bone Morphogenic Proteins (BM@gawson et al., 1999; Ying et al., 200Q)a

signdi sati on de BMP4 m ne ° | dexpr ess-iyophocytkes f ac
induced maturation protein 1) et PRDM14 (PR Domain ContainingQ#Hjnata et al., 2009;

Yamaji et al., 2008jjui sont importats pour la spécification des CGPs et la restauration de la
pluripotence. Les cellules expri manbOcaldes deux
(l'es CGPs) pouvant °tre d®tect® gr(Cookeetal, | 6act
1993) Ces cellules se trouvent =~ | a-8ipakezlade | 0:¢
souris et vers |l a troisi me s(EGuitya20008Figdr&e2].gest at
Ces CGPs sont caractérisgas la régulation a la hausse des genes caractéristiques des cellules
germinales donbtellaet Nanos3et a la répression des genes somatiquesHexalet Hoxbl).

Ceci permet aux CGPs de perdre la programmation des cellules somatiques pour acquérir le
cd act re pluripotent. €& partir de 10 jpc chez
|l es CGPs amorcent | eur mitepgémitalescen passant parGagpartiea nt o

postérieure du tube digestif tout en se multipliantd@ament [Figure 2{Culty, 2009)
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Figure 2: lllustration de la migration des cellules germinales primordiales (CPG) ues les

crétes génitales chezlera, es CPG amor cent | eur migration de
génitales en passant par la partie postérieure du tgestil PGC = Primordial Germ Cells, Sm

somites. Figure adaptée (&aitou et al., 2012)

La migration des cellules est stimulée par la cytol8@# (Stem Cell Factoqui se lie a son
récepteur tyrosine kinasekit exprimé far lesCGPs(Gu et al., 2009; Runyan et al., 2008n
gradient de chimiattractats tel que Sdfl (stromalerived factor 1) contribue a la migration des

CGPs et a la colonisation des crétes génifdedyneaux et al., 2003).es GGPs arrivent dans

les crétes génitales vers 135 jpc chez le rat (11.5 jpc chez la souris et§G6c hez | 6 hu mali
sont appelées gonocytes [Figure(Gulty, 2009) Les cellules germinal ec
rendre jusquobaurxerctr dresapg®mtid ad esuietng ~ | a ba

Kit (Runyan et al., 2006)
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Figure 3: Chronologie de développement des cellules germinales chez la souristaeet
| 6 h u nva mitetique; T1, transition 1; T2, transition 2. Figure tirée de Culty (2009)

[.2.2 Les gonocytes dans les crétes généal

é | 6arriv®e

dans

|l es ¢

r

°tes

g®ni tales, | es

go

isolent enformant les cordons séminiferes [Figure 4]. Les cellules de Sertoli se différencient vers
environ 12.513 jpc chez le rafJost et al., 1981; Magre & Jost, 19&%surent la fonction de

cellules de soutien et noicieres des germinales notamment en contribuant a la survie des

gonocytegLi et al., 1997)t en évitant leur entrée en méigBewles et al., 2006; Koubova et al.,

2006) EI'l es

r®gr essi on

des

canauxX

d

e

er ver ®agle®. 5

synt h®t i s e n t-Milderienne €AMid) reésmomsable dedld o r mo n
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Jost, 1984)La différenciation des cellules de Sertoli et de cellules Leydig dans les crétes génitales

contribue a la différem i

ati

on

sexuel

e d

es gonocytes

gui

crétes génitales. Les gonocytes perdent leur motilité etncmmti a proliférer pendant quelques

jours jusqu'a entrer en phase de quiescence a 18.5 jpc chez le rat (16.% jlac stheis, vers

S



SG185G19 chez | 6humain) caract®ri s®e par | 6arr
[Figure 3](Culty, 29).

A Ii ) B Tunica albuginea
b 2 ’EQ Coelomic vessel
E - — || [ — - Interstitium
t oo Testis cord
@ FLCs
125 145 16.5 185 205 joc @ PMCs
..:.....+....+....{....}....+ ........ +..-.{....,. @ Sertoli cells
Germ cells O PGCs
| | M blood vessels
16.5 jpc extracellular matrix
[]] = mesenchyme
|| [Fetalileydigrealis ™
Peritubular myoid cells
Figure4: Structure du testicule fital et chronol

de cellules du testicule de ratFigure adaptée dévingen& Koopman (2013)

Léarr°t du cycle cellul aire es#eElIERdK (cRlirapr s
dependent kinase 2) par les inhibiteurs des kinases cyl#ipendantes Cdknlb (g%7) et

Cdkn2b (p184b) et mai ntenu par | 6action conjointe
supplémentaires Cdknla (§?1), Cdknlc (p5'%*2) et Cdkn2a (p16'43) (Western et al., 2008)

Le facteur de croissance transformant D&Est aussi impliqué dans le maintien de la quiescence

des gonocytes. En effet, Moreno et al. (2010), en utilisant un modele de @xtwieodes

testicules Tt aux de souri s i nv & anttdstgiéaunerhaubse dumagnbre pt e L

degonoyt es en gquiescence sui tHH2(Maeneethl.a20s se de |

En plus de |l a prolif®ration des gonomsyontes sui
lieu avant les événements liés la différenciation sexuelle. Les gonocytes adoptent une forme plus
large et plus ronde qui les rend faciles a reconnaitre pesroellules somatiques qui les entourent
(Donovan et al., 198. Les genes exprimés dans les gonocytes avant la colonisation des gonades
tels queSSEA1( (Kanai et al., 1992t Nanos3(Tsuda et al., 2003ont régulés a la baisse tandis

gue les géeneslequeGcenal(germ cell nuclear antigen {Enders & May, 1994)Dazl (deleted

in azoospermia likejSaunders etla 2003) Err-b (estrogen related receptby (Mitsunaga et al.,

2004) Mvh (Mouse vasa homologNoce et al., 2001¢tWtl( Wi | ms 6 t umor suppre

(Natoli et al., 2004)impligués dans la sue, la prolifération et la différenciation des gonocytes,



sont régulés a la hausse. En eutes gonocytes perdent leur pluripote(Eeven & Koopman,
2010)

[.2.3 Du gonocyte a lsspermatogonie

Une fois dans | es gonades, | es gonocyadtens sont
(3 jpp) chez le rat (environ 1.5 jpp chez la sowril) suite de laquelits reprennenia prolifération

mitotique. Les gonocytes qui sont @hase de transition vers la reprise de la mitose sont
caract ®ri s®s par une b alGF3et dwnenihvewsus ed 60&KeX [
facteurs MAPK1/3, MAP2K1 (Mitoge@actived protein kinasegY huillier et al., 2010) ADAM

1 et 2 (a desintegrin and metalloprotease domain contgimotigin 1 et 2), de®traspanines CD9,

CD81 et CD98(Tres & Kierszenbaum, 2005)ui sont impliqués dans la prolifératicet la

migration des gonocytes, respectivemddgs étudesealiséesn vivo, ex vivoet in vitro ont

déemontré que le facteur de croissance dérivé des plaq(eid€d-, PlateletDerived Growth

Factor) et le 1F-estradiol (E2) sont impliqués dans la poitesdu cycle cellulaire des gonocytes

apres la naissance. En effet, Li et ses collegL@37) ont montré sur des cultur@s vitro de

gonocytes de rat prélevé a 3 jpp que PEBH-et E2 active leuprolifération. Par la suite, les
gonocytes amorcent leur migration de la lumiere dedara séminiféres vers la périphérie et se

di ff® r encient en spermatogoni es. Les gonocyte
séminifére sont éliminés par@mose. Un des mécanismes impliqué est la ligation du ligand Fas

sur le récepteur Fas gent a la surface des gonocytéses & Kierszenbaum, 2005)ne étude

récente rapporte un marquaggoortant des caspases clivées 3 et 9 dans les gonocytes situés au
centre des cordons s®minif res dans | es test.i

goncytes nbdbayant pas r®ussi “(MankugCdty, 20d53ppendr ai

La différenciation des gonocytes en spermatogonies est un processus complexe régulé par
plusieurs m®cani smes. L6éun des facteurs i mpor
la vitamine A(Collins & Mao, 1999)synthétisé palescellules de Sertoli et transporté vers les
gonocytes(Livera et al.,, 2002) Léaci de r®tinopque initie | a
postnataux (3 jpp) en 8Stagstireuratedby retindichad@Wang s si o n
& Culty, 2007) Stra8j oue un r'l e essenti el darcallules 61 ni t i
germinalesm®© | e s et femell es. Str a8 et | 6aci de r

développemet descellulesgerminaleset la spermatogenése comme démontré avec les modeles



de souris invalidées poustra8 ou déficientes en vitaminéd qui sont infertiles car les
spermatocytes initient mais ne complétent pas la méoserson et al.2008; Mark et al., 2008;
Mitranond et al., 1979; van Pelt & de Rooij, 1990)

Léanalyse comparative du transcriptome des go
en évidence que divers mécanismes agissentrid®gour permettre la transiiaes gonocytes

vers la spermatogonie. Wang et CY&P07)ont montré que chede rat le récepeur de PDGF

(PDGFR) est plus expné dans les gonocytes a 3 jpp que dans les spermatogonies a 7 jpp et serait
impliqué dans la différenciation des gonocytstanku et al., 2015; Wang & Culty, 2008n

effet, | 6aci de r ®ti noipgmutes i dhalsi t ®-RDEGERAEIMat PDG@
PDGF Rb-POGVFRB)ainsiqud 6 aug meald ax p 0 e StshBdans lesigonocytes

3 jpp. Les auteurs ont sugg®r ® que | 6activati
différenciation desgongct es vi a | 6acide, r®banopugaei obede |
| 6activation des kinases de |l a famille SRC et
i mpliqu®es dans | a diff®renci at i o(Mankbestsal.,gon o c

2015) Léautre m®cani sme i mpliqu® dan-grotéasemedi f f ®r
(UPS). Manku et ses collegugO12)ontd ®mont r ® que | 6inhibition de
en utilisant des inhibiteurs spécifiques (la lactacystine et bortezomib) réduisait le niveau
doexpression de Stra8 induit psderall Lesauteussiont e me n-
propo® que | dubiquitine |igase E3 RNF149, pr ®f ¢
jouerait un réle dans le développement des gono¢itasku et al., 2012)La voie NOTCH est
active dans | es cell ul es denleSmaintienodesigonacytesen a d e
phase de quiescence et empéche ainsi les gonocytes de se différencier. La suractivation de cette
voie dans les cellules de Sertoli a 16 chez la souris entraine la sortie des gonocytes de la
phase de quiescence, unermgnt ati on de | 6expression des ma
différenciationtel que STRAS8 (Stimulated by Retinoic Acid gend@arciaetal., 2013) Ddaut r e

part, |l es micr oARNs (mi RNAs) quiuisbsatddenvciono
nucl ®oti des et r®gul ant | 6 e x pa la différerciationddésA R N m
gonocytes. Mclver et ses collaborate(#812)ont f ait | danal yse compar a

MiRNAs entre les gonocytes et les spermatogonies de souris. Leur étude a montré que durant la

transitiondu gonocyte vers la spermatogonie les miRNAs-28R, miR294, miR291 et miR
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2905p ont régulés a la baisse. Les auteurs ont suggéré une implication dans la transition des
gonocytes pour devenir des spermatogof(hdver et al., 2012)

Certainesde cesspermatogonies vont continuer a se différencier pour constituer la réserve de
cellules souches spermatogoniales (C$®)shida et al., 2006)Ceci dépend des signaux
provenant du micre@nvironnement (niche) dans lequel seu® ces cellules. Ainsi, cette

population de CSS va étre a la base de la spermatogenéese

|.3 La spermatogenése

Deux modéles de régulation et maintenance des CSS chez les rongeurs ont été proposé a savoir le
modeéle A (Huckins, 1971; Oakberg, 19Y et le modéleAd/A1 (Clermont & BustogObregon

1968; Dym & Clermont, 1970) Cepend ant ,Asquieslispus dtilsé. Geaddrnier s

base sur le principeug la spermatogonie de type A (qui est une cellule souche) se divise pour
donner soit deux spermatogoniess Aadditionnelles (autoenouvelement), soit deux
spermatogonies Aired(Apr) g U i nbont pas subi de cytokin se
cytoplasmiques intercellulaire. Les spermatogonigscAntinuent a se diviser et génerent des

cha’ " nes de spermatogonie interconngged@RES pou
toujours indifférenciées. Les spermatogoniess& différencient erspermatogonies Aqui se

divisent successivement en apnatogonies A As, A4, sSpermatogonies intermédiaires et
spermatogonies de type BHermann et al., 2010; Phillips et al.,2)[ Fi gur e 5] . L6 ®t
facteurs de différenciatindes spermatogonies a permis de mettre en évidence les différences au
niveau du phénotype molécula@etre lespermatogonies indifférencié@ss, Apret Aa: GFRal,

PLZF", NGN3" et cKIT) et lesspermatogonies différenciées:(Aintermédiaire et B GFRal,

PLZF, NGN3" et cKIT") (Hermann et al., 2010) L 6 e x plu factesricliTh marque la

transition des spermatogonies vers la différenciat®ohransStassen et al.,999). Ensuite, les
spermatogonies digpe B générent les spermatocytes primaires (vell2 pp chez le rat) qui

entrent en méiose pour successivement donner les spermatocytes secondaires et les spermatides.

Ces dernieres vont passer par différentes étaje maturation et de différenciatiafin

déoengendr er |l es spermatozopdes par sper mi ogRQ
déaboutir © |l a production i mportante et cont.
partant d 6 u n wnteccapblleude ese diffarendier rpaisl s s | granouveléra ut o

(Clermont & BustogObregon, 168; Hilscher et al., 1972; McCarrey, IX).
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La premiere vague de spermatogenese débute quelques jours apres la naissance vers 4 jpp chez le
rat (23 jpp chez la sourigfevudans Geyer 2017Flle est définie comme étant le premier groupe

de cellules germinales qui progressent pour devenir des spermatozoides. Il a été suggéré que la
premiére vague de cellules spermatogoniales ne praeiend pas des CSS. En effet, cette
premi re vague proviendrait ddbune rr ®serve de
(neurogenin 3) qui se différencierait directement en spermatogonies différenciées de Gpa A

a été observé chez la souris o8l fremieres spermatogonies Al soréspntes des 2 jpp et se
différencient successivement en spermatogonies A3, A4 et type B en troi€Qowrsnd et al.,

2011; Yoshida et al., 2006)

dagt o e Stem Cﬁ s
. &
- _ o 3
.o e [ GFRad
Asingle a .
» . Malignedi4) | 8 PLZF
Progenitor 4 =
Jr'1*.3Iigr'rel:1[8} T
+ e
L Aaligned[lﬁ)
v =
Ay
X
2 =
¥ &
AB 3
¥ 2
+ 5
Intermediate s
B
cKIT
v 2
19 Spermatocytes £

Figure 5: Modele As de la partie mitotique de la spermatogenésénaz les rongeurs.Le
phénotype des cellules etassé comme suit : souche (SteAkingie €t quelques fuired GFRUL+,
PLZF+, and cKIT), progénitrices (progenitorquelques Aaired €t Aaiigned GFRUL+, PLZF+,
cKIT+/T) et différenciées (A4, Intermediate, B; GFHLT, PLZA, and cKIT+). La photo
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représente un marquage de PLZF dans des spermatogonies réalisées su®meap at i on d
tubule séminiféere complet (whole mount) de testicule de rat adulte. Les spermatogonies de types
Asingle Apaired €t Auligned SONt identifiées.GFRUL: GDNF family receptor alpha; PLZF:
promyelocytic leukaemia zinc finger protekiguretr ® e d o6 Her mann et al . ( 2(

.4 Contréle hormonal de la spermatogenéese

La spermatogenése est régulée principalement par les androgénes testiculaire et les hormones
gonadotropes secrétées par la glande pituitaire (LH: luteinizing hormone, FSH -ilialéating

hormone). Il a été suggéré que la FSH et les androgenes moatribt ~ | i mi t er | 6 a
spermatocytes qui a lieu lors de la premiére vague de spermatogenese dans le testicule prépubére.
Ceci a ®t® montr® 7 | 0 &spduele deepteuradd FSH FSHR&K®@) ets o u r |
le récepteur aux androgenes (ABK Les souris FSHRKO et ARKO ont moins de cellules

germinales a 20 jpp que les souris sauvggesd Shaughnessy et al ., 2012)

Au stade fital chez | e r bppeneindépendammentde latHet | e s
de la FSH vu que la glande pituitaire se développe plus tard en fin de gegiordans
O6Shaughnelesonmbredegeloocyt es ~ | a nai ssance noest
FSHRKO ni dans les souris ARKO. Cependant, les gonocytes isolés de testicules a 17.5 jpc
expriment un AR fonctionnel et répondent a witément avec le DHT (dihydrotestostérone). De

plus, le traitene nt par culture organotypiTgu(esticdee t est
feminized, AR esihon fonctionnél explantésa 13.5 jpc avec du DHT pendant 30h réduit la
prolifération des gonocyse(Merlet et al., 2007b)Merlet et al. (2007b)nt montre que les

gonocytes dans les testicules de solifia ont un taux de prolifération plus élegée dans les

souris sauvagesCes données suggerent que les androgénes ont un effet inhibiteur sur la
prolifération les gonocytegMerlet et al., 2007b, 2007.a).eur rdle serait différent au stade
postnatal. Une perte de 45% de gonocytes a été observée dans les modeles de souris ARKO,
SCARKO (ARKO dans les cellules de Sertoli seulement) FSHRKO (et combinaison FSHRKO
ARKO, FSHRKOSCARKO) a 5 jours apres la naissance pendant fpger2ode de prolifération

des gonocytes et de différenciation des gonocytes en spermatogddiask er & O6 Shaugh
2001; 006 S h au g h nGea suggere un cantrble horni@alld2 la prolifération/survie

des gonocytes pendant la phase proliférative-patstie juste avant lmise en place des SCC.

Chez les rongeurs, les androgénes et les hormones gonadotropes semblent affecter le

développement des cellules germinales que dans les stades se produisant aprés la naissance.
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Toutefois, pl usi eurs ®t updreosd uointts npoanrt rl® qtuees tliec

un r*l e i mportant dans | e d®vel oppement fital

| .5 Rl e des Tstrog nes endog nes dans | e
Les Tstrog nes sont i mpliqu®s dans | eesd®vel o
st ®r opdi ennes naturelles ou synth®tiques pou\
( ER) . Pl usieurs types dobéistrog nesresndolge ng g
estradi ol (E2) est | a for me sptrr@vaoall e(nBE *) .sul evd e

sont impliqués dans le développement et le maintien des fonctions reproductrices chez la femelle

et par conséquent ont longtemps été qualifitésh or mones f ®mi ni nes. Cepe
1990s, plusieurs étudesontmiseniédence que | es Tstrog nes sont
ont un rdle crucial dans le développement et la fonction des organes reproducteurs masculins
(Eddy et al., 1996; Hess dt,d997; Janulis et al., 1996b, 1996a; Lubahn et al., 1993; Nitta et al.,
1993)L6un des organes produi sant |l es 1Tstrog nes

|l . 5.1 Synth se de | d6istrog ne par | e te

Dans le testicule, les androgenes prodpés les cellules de Leydig sont convertis de maniere

i rr®versibl e terdactionsest catalgséenpar sin conthkte enzymatique associant le
cytochrome P450 aromatase (P450arom) et une r
dugeneCypl9alappartenant ° | a famille du cytorchr ome
|l es andr og n eSimpson etials 1994fLg commege retrouvdans le réticulum
endopl asmiqgue forme | 6estradiol et | 6estrone

| 6androst nedione [Figure 6].

(o]
a. Aromatase
T
o}

Androstenedione

Testosterone Estradiol

Figure6: Structure et sylmagatiréedusieaveb T strog nes.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK278933/
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Le testicule fi1tal de r aradiolslésd7AjpdWeniges, ADPHEne de p
utilisant un modéle de cultuie vitro de testicule, Weniger et ses collaborateurs ont montré que

|l activit® de | 6ar omat as e [lkosphate cyclige (AVPd) eau | ®e
par la FSH (Folliclestimulating hormone) pour convertir la testostérone en estr@fenhiger,

1993; Weniger et al., 1993; Weniger & Zeis,1988¢ r ecour s ~ des techniqu
ddéactivit® enzymatique de | 6ar omat-RCReet dans
déi mmunohi stochimie a permis de d®ter miner dal
expri m®e. Au nsRtoanchd afl 1 tcehlezetl e r at , | 6ar omat ase
cellules de Leydig, les cellules de Sertoli des 16.5@arpino et al., 2001; Papadopoulos et al.,

1986; RouillerFabre et al., 1998; Tsdorris et al., 1985¢t a un faible niveau dans les gonocytes
(Cultyetal.,2015) Cette | ocalisati amre d&e elzd drao isatuas es e0s
détectée par immunohistochimie principalement dans les cellules de Leydig dés 12 jpc et
faiblement dans les gonocytes mais pas dans les cellules de (Beridéiy et al., 2013Par contre,

| 6anal yse de | 6expressionice mohdamrematues e€ hpar |
enzyme est exprimée dans ces trois types cellulaires entre 13 et 22 semaines de(§estlion

et al., 2007)

|l . 5.2 M®cani sme dbéaction des 1Tstrog nes
Les T strog pkassire@gul em®cani smes cellul aires.
principal ement m®di ®e par | e&R) ®ERDP(Géeanres nuc |
al.,,1986)e t HE&D(Kiperetal.,1996hai s aussi | es r®cepteurs me

et GPR30 (G protetsoupled receptor 3QRosenfeld and Cooke, 2019; revu dans Soltysik &

Czekaj, 2013)Contrairemenaux®c e pt eur s ERU et ERDb qui peuven
ou a la membrane plasmique des cellules, le récepteur GPR30 (ou GPER) est localisé uniquement

au niveau de la membrane plasmique. GPR30 appartient a une famille de récepteur a segt domaine

trarsmembranaires couplés a des protéingsl®dmas et al., 2005)

Les r®cepteurs membranaires mERU et MRRDO d®r |
regpectiement(Razandi et al., 1999) a réserve des récepteurs mERs représentent environ 3

10% de celle des récepteurs nucléaires classifibasysk & Czekaj, 2013) La localisation
membranaire de ERU et ERb est possi ble gr ©ce

modificationpost r aducti onnell e consistant en | 6ajout
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des récepteurs et catalysgar les palmitoykcyltransférase DHH et DHHG21 (Soltysik &
Czekaj, 2013) Ainsi, les récepteurs deviennent hydrophobes permettant leur insertion dans les

caveoles qui sont des invaginations de la membrane plasmiqeaiesiren caveoling, une

prot ® ne doé®chafaudage (¢ scaffold e) sur | a
dim res. Les ERs attach®s ~ | a membrane plasm
de | a voie de si g<lhekisteslaux pincipalesdveies de sgnalisatign das

T st r o:davoieegénomique et la voie ngénomique.

protein-kinase
cascades

protein-kinase
cascades

Figure 7: 'l lTustration des viloMéeanisme elassquegde al i s &
| 6acti on des HER(récépteur aua oepgbnes) s liekliPectement aux séquences

ERE (estrogen response elements) dans la région promotrice des genes ciblés. 2. Actions
génomiques indépendants des ERE. Le complExER est« tethered» pardes interactions
protéineprotéine a un complexe decfaur de transcription (TF) qui se lie au promoteur du gene

ciblé. 3. Actions génomiques indépendants du ligand. Les facteurs de croissance (GF) activent la
cascade protéildk nase menant ~ |l a phosphorylation (P)
sur les ERESs. 4. Actions non génomiques. Les complexes membranaE&sdefivent la cascade
prottinek i nase menant ~ | 6alt®rati onactva@as i pmo td®ie N&:
ou r®gulation de | 6expressioen ldoaant igvatei om ad d
tirée de Bjornstron& Sjoberg (2005).
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a) Voie génomique

La voie classique ( g®n o mi-egtadio) auxERs, gui ferénedes’ l a |
dimeéres, et induit un changement de la conformation des récepteurs permettant ainsi aux ERs
doall er se lier " | 6 ADN vVvi a dents desr@gnsesracxe s C O
Tstrog nes (ERE) dan fNilssop st alp200ljAiod, EsiERs agidsent g n e s
comme facteurs de transcription sur des genes cibles. Il arrive que les ERs soient associés de
maniéreindiret e © | 6 ADN | orsquéi l néy a pa(sOdleorseRq u
et al., 2004)La signalisation se fait alors par des interaxgiprotéineprotéine via des factesice
transcription |i®s © | 0ADN et au$pigsenulsting es EF
protein 1)(Porter et al., 1997Figure 7]. Cette derniére joue le réle de médiateurtdaidds nt er act i
ERADN pour plusieurs g nes tels qyuthanklieskt (endo
Shaul, 2002)cydine D1 (CastreRivera et al., 2001t | e r ®cept eur al pha d
(RARU) (Sun et al., 1998)Un autre exemple de facteur de médiateur est léipeoR1 (activator

protein1) qui forme un complexe avec les diméres des protéines Jun et lesd@i@mes Jun/Fos
active |l e g ne de | a cycl i-E2éMaiha et al.p2002)kavbie gat i o
génomique peut aussi étre activee indépendamment du ligand classique (EXerRgale, la

ligation des facteurs de croissances a leurs récepteursrdative cascade de kinases qui vont
phosphoryle es ERs d®] " | i ®s ~ | 6ADN sur | es s®que
activés par leur ligand ne contrélent pagréanscription a elles seules. En effet, les récepteurs se

lient a des cdacteurstranscriptionnels (cactivateurs ou coépresseurs) qui forment une
structure sur | aquel |l e daderldscoasteuns tramdcriptiomels r ®g
desERs les plus caractérisés sont lesactivateurs de la famille, SRG2 et 3 (¢roid receptor

coactivator)Bjoérnstrom & Sjéberg, 2005; Marino et al., 2006)

b) Voie norgénomique

I 1 a ®t ® montr® que | 6E2 peut e n c trop rcauttse r une
(secondes a quelques minutes) pour étre attribuée a la voie génalmiue temps de réponse

varie en ter me doéh e(Marimoset al/, 2006)k a dpnc &t gugoeré que o u r s
| 6actios fiaprdg des passe pagénomique. Les travawedev oi e,
reche che effectu®s pour comprendre ce m®cani sme

~

|l a r®ponse cellulaire rapide aux 1 sdstelsguenes ®
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GPR30, mERU et mERDb qui acti venmoduentainscless c ade
fonctions de la cellule cible.

Déun point de vue m®canistique, les dim res d
de signal intracellulaire e ki nases, phospholipases etcé) qu
pour permettre la transduction du signal des ERs. La nature et par conséquent les voies de
signalisation activées par les mERs varient dépendamment du type ce({bitdiiysik & Czekaj,

2013) Dans |l es cellules endoth®liales, par exenmn
synt hase) et la i b®ration de | 6acide nitrigq
Src/PI3K/AKT (Chambliss Ken L. et al., 2000; Chambliss et al., 2002; Pyo Kim et al.,. 13833

les fibroblastes, laligpton dO6E2 au r ®cepteur mERUmeaanttai ve |
| 6activation de | a (Kahteit et ald 2000)Augs,ndans des celMlasP K
canc®reuses du sein, |l e r®cepteur membranaire
(human epidermal growth factor receptor 2/protzogene NeufChung et al., 2002)ou le

complexe potéines G/Src kinase/MMP (matnmetalloproteinasegRazandi et al., 2003)

| . 5.3 Expression od@s ne®caminesud e dwewstictu

Les r®cepteurs aux Tstrog nes sont pr ®s ents d
[Figure 8JERDb est expri m® dans | es touteanties qedER
est détecté par immunohistochimie uniquement dans les cellules de (®sdiglers et al., 1998)
LOARNM dO6ERD est d®t ect ® par teb gthhlans dksadellulesn i n
somatiques chez le rat des 16.5(yp&n Pelt et al., 1999) a protéine peut étre immutgtectée

dans les gonocytes de testicules de rats a 20(Sgunders et al1998) Chez la souris on retrouve

un autre type de r®cepteur assoc(e®ogerektedr ®c e pt

receptor gamma). Ce dernier appartient a une famille de récepteurs nucléaires ERRs (incluant aussi

ERRU, E R R b ) mariecet congti®itive at eapables de se lier aux séquences EREs. Ces
récepteursont3@ 0 % d o6 homo !l ogtieeura vEeRU |cee pe®rdeagpnt , i1 s ne
r®pondre aux estrog n eestradolfrevo danstduss et a.,| 2015Hu e | €

Néanmoins, certains compg@séhimiques exogenes ayant des propriétés oestrogéniques peuvent

se lier a ces récepteurs méme a des doses failillesa f f ect er ai nsi l es fonc
|l e cas du bisph®nol A (BPA) gui a uneERpl us f
(Abad et al., 2008; Takayanagi et al., 20@Ans les gonocytes humam e u | |l e transcr
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(deux variantes ERD1 et ERD2) mesur ® par PCR
grossess@Gaskell et al., 2003Pes données expérimentales montrentque@c e pt eur mERU
un rde dans les fonctions reproductrices des souris méles (@isedéssous) mais la présence

des mMERs dans |l es diff®rents types cellul aire:
pas connu si le récepteur GPR30egirimé dans le testicl f 7 t al humain ou de
GPR30 a été détecté dans les cellules de Sertoli de rat prépillveaEs et al., 20103t dans les

cellules de Sertoli du testicuksdulte humairfChevalier et al., 2012)

HUMAIN SOURIS RAT

GPR30
GPR30 ‘
ERRy ‘ ? ERRy ?

O Cellules de Sertoli Cellules germinales [ Cellules de Leydig Cellules peritubulaires

Figure 8: Localisation des r®cepteurs aux Tstrog
| 6 hunesouns,etleratEx pr essi on de | 6 ARNmM (r¢gman)adnslesue) e
différents types cellulaires du testicule. Figure adaptdeodéler-Fabre et al. (2015)

| . 5.4 Mod | es de rongeurs knockout (KO)

Lout i | i s alesgénetiquereenimudifiés pour ne pas exprimer les différents types de
r®cepteurs aux 1Tstrog nes a permis de compren
reproduction masculine. Le tableau 1 résume les différentslesoegistants ainsigu | 6 i mpact
observ® sur | 6appareil reproducteur mGle et |
inval i d®s pour | e (K®ack 1294)ent desEtRubles(dE R Udaaion
reproductrice, elles sont infertiles. Ceci est di a un ddéms le développemeet la fonction du

canal eff® r ent et une d®ficience(@éDobaanle®Bbso
2001) Des analyses mol ®cul aires ont mo6BIt9%a3® que
dont | 6expr-éépesdart. ha peretdu géfeda3c odant pour un ®cha

sodiumhydrogene dans les cellules épithéliales du canal efférent inhiéalsorption du fluide
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dans le canal. Cela méne a une accumulation de fluides dans les tubes séminiferes, un
élargissement du testicule, compresgioes t ubes, i nterruption de | a
perte des cellules germinal@ooke et al., 2017; Zhou etal.,2001) Les r at s adul tes
infertiles, ont de petits testicules et des tubes séminiféres dysplagRues et al., 2014) Les

mod | es de sour i (dntatetal, 2008; Dupént et &., 2608 Krisg® et al., 1998;

Rumi et al., 20173ont fertiles. Les souris adultes invakdé pour ERU e t(CoEsBb ( ERI
etal, 1990 nt un ph®notype similaire aux souris EF

i mportant de ERU dans | a m®diation des r ®pons

Durant le développement périnatal du testicule chez les 6Ri® K e augmentation de 50

% dunombredegancyt es apr s |l a naissance a ®t® obser
prolif®ration et | a baisse de | 6apoptose | ors
de quiescencgDelbés et al.,, 2004) Loéi nactivation du ERU nodéa p:
cependant, le niveau de sécrétion de la testostérone augmente a partir de 13.5 jpc indiquant une
augmentatord e | 6acti vit® st ®r o)g(Deliges et al., 20658 insgles | ul es
r®sul tats de ces ®t unpigsé dans k& régulatom de lagtéreidogeEe s e r

tandis que ERbBb serait impligu® dans | e d®velo

Des modeles de souris invalidées pour les différents récepteurs membranaiie§det r og ne s

été générésafin de comprendred u r m®cani sme dbaction. 1 y @
GPR30KO; tous sont fertiles et ne pr(MsmiEet ent [
& Hathaway, 2015)Les f oncti ons du r ®cepteur membranair
mO©l e ndont pas encore ®t ® ®l uci d®es. En revanic
0% seule | a for MER:n uNulc®aeiarre Qindl ByR UFPsdiimeegaé,n Re ¢
2014)ou la forme membranaire (MOER Me mbr ane Onl y HPedramoegab,n Re C

2009)est fonctionnelleLe r ®cept eur ERU de souris est palm

(C451). Pa r g®n ®r er l es souris NOER, l a cyst®ine
Léal anine ne peut pas °tre palmitoyl ® emp®°cha
ERU [Figure 9]. L6®t ude du d®vel ofopckonsedans de |

l e mod |l e NOER a mis en ®vi dendamss leg formtionnE RU |
reproductrices des mal@sanjappaetal., 2016) L 6 a b s e n ¢ eaineldes anom&iek dana t r

| appareil reproducteur moG©le tels qubéun ®l ar g
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et d®g®n®r ati on accr uenifdes qui oht@ édalan®@ht inaténdand le s t u
mod | e (EdRyekad, 1996; Hess et al., 199D plus, les males sont infertiles et ont des
anomales de structures dans 95% des spermatozopd
seraient caus®s par | o6alt®ration du milieu fI
De maniée intéressante, les males juvéniles NOER (&gés de 2 sawis)parfois capables de
g®n®rer des port®es viables mais de taille r6¢
femelles normutées. Ceci indique que les males adultes NOER sont inféattildis que les méles

juvéniles sont fertiles de maniémansitoire. Ces données suggeérent que la voie non génomique

du ERU joue un rtle dans |l a reproduction masc.t
ou | es fonct i on stpabencdree explordidares cefnigdied lest de dnéem

pour le modéle MOER.

Le modele MOER a été développé en introduisant (garogk in») dans le génome de souris
ERUKO une s®quence codant p o ek constiitgde dudambe®i ne d
E de ESR1 humain, du fragmentt&minal de la proiée neuromoduline et une protéine
fluorescente. Le fragment de la neuromoduline contient deux sites de palmitoylation résultant a la
localisation membranaire de toutes les protéines produites pansgene kem[Figure 9]. Les

voies de signalisation dedAPK et PISK/AKT sont activees par E2 dans les souris MOER
pourtant mais | es mOGles et | es femelles sont |
mMERU dans | es teipsrsouwdsu cdee ulrd adpepsa rne€il le sr nurled ®c r i t
développement ces organes. Un autre modeéle de souris transgénique dassldguélepteur

mERU est fonctionnel a ®(B@rnsetral®) ®014, 2081aStetkovich | e m

et al., 2018)Ces souris ont des mutats dans la séquence de localisation nucléaire de la région

charni re (hinge region) H2 de ERU ainsi guodu
|l a s®quence de | ocalisation nucl ®aire ce qui |
9]. Ainsi, dans ce mod | e, |l a voie de signald.
i nacti ve. Les auteurs ndédont pas d®crit | es mL

m°e me ph®notype que |l es sourlasvBREBKO®abmf quei O
i mportante dans | a reproduction chez | es f eme

infertiles, il est possible que les méales H2NES soient également infertiles.
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Tous ces mod | es ont p e r missogéemnke endogéengs rs@ ned r e
d®vel oppement , |l a fonction des cellules ger mi
m®cani sme dobéaction des Tstrog nes ~ travers
suggerentque la voie génomique et neg ®n o mi q u e des r ®cepteurs
importantes pour la reproduction masculine. Ceci souligne aussi que les fonctions reproductrices
des males peuvent étre affectées par des molécules exogenes ayant des propriétés similaires aux
1 strogénes endogn e s et pouvant i nteragir avec |l es d

xénoestrogenes.
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Figure9: Voi e de signalisati on d eypddabsleddifférentsl es s o
modeéles de souris transgénes utilisés pour étudie | 6 a ¢ RUA)Mand les s@iris de type
sauvage (WT), |l a signalisation g®nomique de E
récepteurs cytoplasmiques / nucléaires, se dimérisent puis se lient a I'élément de réponse aux

T strog nessle EBfdnd mmbtaces du gene cible et régule. Dans la voie non
g®nomi qu e, |l es Tstrog nes se | ient au r ®cept
peuvent stimuler plusieurs cascades intracellulaires de protéines kinases et / ou réceptéars coupl
auxproteine G ( GPCR) r ®gul ant ai ns-stradial (B2roadiastes i pt i

ifstrog nes peuvent se |lier et signaler par | e
la membrane G (GPER). B) Les souris ayant le récepieciéaire ESRLUniqguement (NOER)

manquent |l a forme membranaire dO6ERU en raisc
pal mitoylation du r ®cepteur, mais |l a voie nu
MOER ont | e r®cept eume me mbuatmwsgereaigédRtioutasids q u e

protéines synthétisées vers la membrane cellulaire. D) Souris transgénigues ayant la signalisation
ERU non g®nomique uniquement en raison de mu
T str og n eoyau et blogaanid veie mucléaire classique impliquant ESR1 lié au ligand
associant avec ERE dans les genes cibles. La signalisation via mESR1 devrait étre inchangée dans
ce modéle de souris transgénique. Figure tirdeasenfeld & Cooke (2019).
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Tableau 1: Liste non exhaustive des modeles de rongeuisvalidés pour les ERs etle

phénotype reproducteur des males

Modele /

Espéce Nom Description Phénotype Références
ESRY ERU E RUK O Délétion MOl es i nf er t Couseetal, 2000;
nul / Souris globale sécrétion testostérone de: Delbés et al., 2005;

d BSR1 13.5 jpc; dilatation tubes Dupont et al., 2000;

séminiferes; perte Eddy et al., 1996;
spermatogenese ew Hess et al., 1997;

| 6 ©ge; queueJdosephetal., 2010¢
spermatozoides enroulée 2010b; Lee et al.,
dilation canal efférent; 2009

défaut de réabsorption de

fluides dance

ESR1 ERU E x 3 UE R Délétion
nul / Rat globale
d BSR1

MOl es i nf er tRumietal, 2014
testicules et sécrétion de

testostérone a 10

semaines; dilatation tubes

séminiferes

ESR1/2Z ER E x 3 E RU Délétion

Males infertiles; Couse et al.1999;

E R bnyl / globale élargissement de la Dupont et al., 2000
Souris d BSRet lumiere des tubes
ESR2 s®mi ni f res;

sperme dans épididyme

caudal ; Z mc

spermatozoides
ESR2 ERb E RDb K O Délétion Males fertiles; testicules, Antal et al., 2008;
nul / Souris b E RK O globale épididyme et motilité des Couse et al., 1999;

Ex3b E RK dBSR2

spermatozoides normaux Delbés et al., 2004;
Dupont et al., Q00;
Krege et al., 1998

ESR2 ERDb E x 3 b E F Délétion Yy nombr e de Delbesetal, 2004
nul / Souris globale jpp; ¥y proli
d BSR2 g 0 n 0 c yapoptese des

gonocytes; nombre normz
de cellules de Sertolte
cellules de Leydig

ESR2 ERD Es®E3  Délétion exon Males fertiles Rumi et al., 2017
nul / Rat 3; pere

doexpr e
ESR2 ERD Es®E4  Délétion exon Males fertiles Rumi et al., 2017
muté) / Rat 4; perte site

de liaison a

| 6 ADN
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ESR1 H2NES Mutation Males infertiles; similaire Burns et al., 2011,
domaineD domaineD ERUKO; at r2014
mutant/ Hinge 2 avec testiculaire
Souris signal
ddexclu
nucléaire;
ESR1
cytoplasmique
seulement
ESR1 NOER Mutant Méles adultes infertiles  Nanjappa et al.,
nucléaire manquant la mais juvéniles sont sous 2016; Pedranet al.,
uniguement / localisaton f erti |l es; 'y 2014
Souris membranaire mois; atrophie tubes
d 6 ERU r séminiféres; queues
ayant [ spematozoides enroulées
nucléaire lumen rete testis et canau
fonctionnel;  efférents dilaté; épithéliun
mutation sur anormal des canaux
site de efférents;anomalies
palmitoylation morphologiques
(Cys451) spermatozoides épididym
caudal e; Z
spermatozoides
ESR1 MOER Knock-in Males infertiles Pedram et al., 2009
membranaire déune ¢
uniquement / de fusion:
Souris domaine E de
ERKO ESR1 humain
fusionné +
transgene
ayant
plusieurs sites
de
palmitoylation
GPR306nul GPERKO Délétionde  Males fertiles; pas de Otto et al., 2009;
GPERL1 phénotype pour les Prossnitz &
(GPR30) fonctions reproductives  Hathaway, 2015
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1. LES X£Ni STROGCNES ET LA REPRODUCTI ON MASC

Il.1 Problemes de fertilité
I1.1.1 Syndrome de dysgénésie testiculaire
a) Définition
La santé reproductive des hommes vivant dans les pays développésdéslin(Levine et al.,
2017; Skakkebaek et al., 201@®)es études épidémiologiques réalisées au cours des dernieres

d®cenni es mettent egnme@wvtiadteinocne dgeu 6lidli nyc iad eunncee ad

reproducteur rdle depuis plus de 50 ans. Ces troubles sont la diminution du nombre et de la qualité

des spermatozopdes, |l e cancer testicul aire e
reproducteum®©| e et en particulier, | a,Skakkehpe¢ketrseshi di e
coll gues ont ®mis | 6hypoth se que ces pathol

appelée syndrome de dysgénésie testiculaire (TDS: testicular dysgendesmg)(Skakkebaek

et al., 2001]Figure 10]. Des évidencexpidémiologiques ont montré que les quatre symptéomes

du TDS sont interconnect®s darsliuve g®eedwode U
déoune des pat hol ceguire sd er erpirs®sueen tpeo uuvna nfta cmener
plusieursautes sy mpt* mes du TDS; cbest | e cas par e
au cancer du testicule et un faible compte spermatique. Ces observation ont menés Skakkebaek et

sescolgues ° proposer que |(ekakkeDa®etale20@Gl) t doéor i gi n

En effet, ces troubl es seraient dues ” une
fonctionnement périnatal du testic@iwercman & Skakkebaek, 1992; Sharpe & Skakkebaek,

1993; Skakkebaek et al., 200Pyes de 95% des cancers du testicule sont des tumeurs germinales.

Ces tumeurs dérivent des cellules du carcinome in situ (CIS) isesgS@PSs ou gonocytes ayant

un défaut de différenciatiofKristensen et al., 2014; Spiller & Bowles, 201Tkci suggére que

des anomalies de diff®renciatidmodegi anel Idelse ¢
germinales du cancer testiculaji¢eaney et al., 2012; Loveland et al., 2018) cryptorchide est
lanondescente doéun ou des deux testicules dans |
est une mal formation cong®ni t selteuveddans a@ce s 0 %
inférieure du pénis au lieu de son extrénjd@naire & Mendez, 2020; Leslie et al., 202Qks

processus ont I i eu dur ant | e d®@wenédle ptpsentne nt 1

26



hormonauxdépendent. La descente normale des testicules sdelénadeux phases, une descente
intrac.abdominale (vers 137 jpc chez lesrongeurs et SGILGG chez | 6humain) et
inguino-scrotale (vers -3 semaines apres la naiese chez les rongeurs et SG& chez

| 6 h u rfHutsom ¢t al., 2012; Nation et al., 2011; Nemec et@L1P La premiére phase dépend
principal ement -lidedactor@)letNd8 la 8stastérons, ddux hormones produites

par les cellules de Leydig. Le développemeat dl dur tre d2I| ichhezentdhe m
(Blaschko et al., 2012) L 0 pagligs ess so@nt observé chez les méales ayant un faible niveau

d 6 a ndr odgesracepteurs aux androgedéfectueuxésultant en une faible sensibilité voire
insensibilité aux androgénes. En ce qui concerne la réduction du compte spermatique et la qualité

du sperme, des défauts de différenciation et dans la programmation depdl@&s avoir des
conséquences néfastesr ces parameétrggioushdaran et al., 2007; Kobayashi et aDQ9;

Marques et al.,, 2008)En outre, bex posi ti on ~ des mol ®cul es (
| 6environnement pend aaffectelleaévegopperertties fopconsidn at al e
testiculeainsi quela spermatogeneg8&kakkebaek et al.0D1)

De mani re i nte@rces dadrutne ,0 ul &@ec pdrursi eur s pathol
la féminisation de la distance anogénitale (AGa&hogenital distancg)Schwartz et al.2019;

Swan, 2006; Swanetal.,2006hez | 6 humai n, cb6est | a distance
du p®ni s pour | 6homme ou | a s u(Barettetal.a2014)®r i eur
Celleci est normalement 1.5 a 2 fois plus longue chez les males que chez les femelles a cause de

| 6 ancdes androgendSathyanarayana et al., 2010) Ce p ar a fteurs actuellenert d 6 a i
utilis® comme un bi omar queur de | daction de:
(Schwartz et al.,, 2019)En effet, plusieurs études ont mm@ntque les males ayant de la
cryptorchidi e, de | 6hypospadi as, un faible co
ont une courte distance ageénitale(Eisenberg et al., 2012, 2011; Swan, 2006; Swan et al., 2005;
Thankamony et al., 2014)

Ainsi, la masculinisation du tractus génital male, la différenciation, le développement et les
fonctions du testicule dépendent du bon fonctionnement des celluBestdé et des cellules de
Leydig fitales. Toute perturbation des fonct.i
de plusieurs symptébmes du TDS et par conséquent réduire la fertilité masculine [Figure 10].

Différents facteurs peuvent altéres fonctions de ces cellules y compris des facteurs génétiques

27



et épigénétiques, des facteurs associés au style de vie (sédentarité, tabagisme, alcoolisme etc.) ou
une exposition ° des compos®s chimiquews pr ®s e
endocriniens [Figure 10]. Ces derniers sont des substances chimiques naturelles ou synthétiques
pouvant interf®rer avec | a production, | a s®cr
ou | 6®l i mination des thonmonasecnater el asient d
r®gul ation du syst me(Tabbn&Bumberg, 00 n dobéun or gani

En effet, en plus do6av ®ile TD8 sesait une cogsequence deRv e | ¢
| 6exporsutdro " ondes perturbateurs endocrinktens
androg®nique interf®rant avec | e syst me endo:q
évidences épidémiologiques et donnéggérimentales issus de travaux réalisés sur des modele

de rongeurs montrent gubun d®r gl ement des |
production des androg nes ou une r®pression de
mener au dévelogome nt doéun ou de pl yDBrieseha et al., 2032;Bparpe,me s ¢
2000; Sharpe & Irvine, 2004; Sharpe & Skakkebaek, 1993; Welsh et al., 200&; Biaig 2018)
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Fetal germ cells Fetal Leydig cells

Environmental Ry Lifestyle
exposure oY factors
Sertolj = 15= .
cells =
Genetic defects and , Epigenetic
polymorphisms factors

Testicular dysgenesis

[ Decreased Leydig cell function <“:’>[ Disturbed Sertoli cell function J

4 b

Decreased INSL3 J [ Decreased } { Impaired germ cell ]
n

production testosterone productio differentiation

[Hypospatias} [ Short AGD J

Reduced male fecundity

Figure 10: Hypothése du syndrome de dysgénésie testiculaire (TDS) et les symptdmes qui

peuvent étre associés | a cryptorchidi e, | 6hypospadi as, I
spermatogenése et une courte distancegandale(AGD : anogenital distance). Ces symptémes
ou |l a combinaison de plusieurs repr®sentent [

réduite. Image adaptée 8&akkebaek et al., 2016.

b) Réle suspecté des perturbateurs endocriniens dans les TDS

Les perturbateurs endociens (PE) sont des molécules chimiques naturelles ou synthétiques qui
ont une structure similaire a celle des hormones naturelles et pouvant mimer ou bloquer la
synthése, le métabolisme et le transport des hormones endogérfie®imtea nt a i nité i avec

hormonale normaléCasalsCasas & Desvergne, 2011; Monneret, 2017)
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L a pr ®sence accrue de perturbateurs endocri
| augment at i olnd adpepsa rt eriolu &d fapant giotilde TDS (discuténdans la

section suivantelSkakkebaek et al., 2016, 200Cette hypothése est soutenue par les premieres
évidences des effets déléteres des PE a caractéres oestrogéniques oudamtio g nes sur |
reproducteur mOl e fatepsurdafaumgevu dadsoThler et aly 1®%8pao n s
exemple, les visons de la région des Grand Lacs (Amédgusord) avaient un hadéux de
mortalit® et des difficult®s ~ se reproduire
(Aulerich etal., 1973; Aulerich & Fhger, 1977) Un autre exemple est le déclin important de la
population des alligators du lac Apopka (Floride) entre de 1980 a 1987 et dont la plupart avaient

des malformations génitales associées a une exposition a des peiierdenza et al., 1997)

c) Données épidémiologigues

U Evidences du DS

La montée globaledéli nci dence du cancer du testicule
attestant du d®clin de | a sant® reproducti ve
germinalesest-3 f oi s pl us -@) aefRG&sen etcply, 80l1pelon le eappdrbannuel

des statistigues canadiennes sur | e cancer de
entre 1984 et 2015 avec une variatamnuelle de 1.3%. Les premiéres données épidémiologiques

ont mis en ®vi dlemaremagluies ®ed i snecliadre nlce©ge) du cat
nordique de | 6Europe entre 1945 et 1999 augme
(15.0 cas pour 100,000 personnes), en Norvege (11.3 cas pour 100,000 personnes) et en Suisse
(8.6 cas pour 100,000 personng8ichiardi et al., 2004)Cette tendance a été par la suite
confirm®e par dbédautres ®tudes dde oanhcerdestieulaigeu i a
entre 19731977 et 19931997 et relevé une augmentation de @54% dd 6 i n c (Pudeien c e

et al., 2005) Cette néme étude a montré des taux élevés en Nou¥élEnde (dans la
communauté Maori) et Australi?#ec 65.27 0 % dbéaugment ati ofPurgueur | a
et al., 2005) Aux EtatsUn i s , l es plus hauts nivpmules doéi nc
caucasiens avec une augmentation de 52% entrelB¥Bet 19941998 (3.69 pour 100,000

hommes a 5.62 pour 100,0q0)cGlynn et al., 2003)

Toutefois, de r®centes ®t udessculanotentd a srstabilispue | 6

dans les pays ou celte est généralement élevée. En effeeun®t ude anal ysant I
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cancer testiculaire dans 41 pays a travers le monde sur 35 ans (entre 1978 et 2012) montre que

| 6i nci dence ddnmesurpeay®l envo®@edidgauness de | 6 Europe ¢
Danemark. Néanmoins, les autear® t e n t une variation modeste d
étudiée indiquant une certaine stabilisation du phénoméne ob&uveey et al., 2019)A

| 6oppos®, une croissance ann+b%héteeobserocy gansfles de s
pays anciennementfaai bl e i nci dence. I 1 sbagit des pays
4. 1 %) e tiqudlatindg ed desrCBmaibes (2.1% a 4.1S&wrney et al., 2019Ces tendances

ont été confirméepar uneautre étude réalisée par Park et ses collegRask et al., 2018)

Ghazarian et ses collaborateurs (2015) montre a u s s i  -grusbeatre x199201a t s

| 6i ncidence demeure tr s ®I digpanquep @0 cas pors hom

100,000 personnemnées)s i Vv i de pr s par |l es Autesauteirones/ n
rapportent quealplusfo t e augmentation annuell e de | 6inci
dans leur étudeesth ez | es hommes ¢ auc dasrua pecenthgeange gi n e

(APC) = 2.94, p < 0.0001Ghazarian et al., 2015)

Le suivi a traversd temps des variations de la concentration spermatique des hommes a longtemps

été considéré comenétant un bon indicateur de la qualité spermatique et par conséquent de la
santé reproductive des hommes. La publication de Carlsen et ses collaborate@r2en &%t | 6 un
des premieres metanalyse a mettre en évidence le déclin du compte spermatigmeleshe

hommes. En effet, son étude montre une réduction de pres de 42% (113 a 66 millions/mL) de la
concentration spermatique sur les 50 ans dernieres année33gla 1991jCarlseret al., 1992)

La réanalyse de ces données par Swan et ses collegues (1997) a confirméJataisstaites

par Carlsen et révélé un déclin significatif de la concentration spermatique auwdJiisgten

Europe et en Australigwanet al., 1997)Une analyse récente de métgression effectuée avec

244 mesures de compte et concentration spermatique de 42 935 hommes de différergss orig
géographiques révéle un déclin global de 52.4% de la concentration spermatique entte 1973 e
2001 (Levine et al., 2017) Dbéautres ®tudes ®pi d®mi ol ogi ques
Europe {32.5% entre 1966t 2015)Sengupta et al., 201,8ur le continent africain{2.6% entre

1965 et 2015fSengupta et al., 201@} dans différents pays a travers le monde tel que, la France

(-32% entre 1989 et 2008Rolland et al., 2013t la Chine {30.88% entre 2001 et 201 uang

et al., 2017)
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Léincidence de | O0hypospadias a augment ® ° d
développés tels que la Suigd®7073), la Hongrie (19741981), le Danemark (1971981), les

EtatsUnis (19701 9 9 3) et | 6-2000y (Kallenlet ad., 1986; IN&sBar et al., 2007,

Paulozzi, 1999) Tout ef oi s, certaines ®tudes sugg rent
au fil du temps. Les travaux de DdR004)et de Bergmaii20l5)mont r ent que | 6i n¢
| 6hypospadias nbéa pas chang® dans mgpéumledddbune
1980 a 1999 et 2001 a 2010 respectivement. Ces observations contradictoires sont probablement

dd au fait que les données utilisées pour ces analyses proviennent de registres de malformation.
Ces derniers sont p r o lalca®se ads idiffieules de eliagnostio et dec e d ¢
classification d Slakkebaels et dl.) BOLG olsplayipaspadi as ®
mal f or mati on rare, il est difficile dbéavoir a
on estime °tre une mei | | éedanceede ceepatmlodgidergmaro ur d ®
et al., 2015; Skakkekk et al., 2016)

En ce qui concerne la cryptorchidie, les données épidémiologiques indiquent une augmentation de

| 6inci dence entre | a fin des ann®es 1950 et
(Skakkebaek et al., 2016) D6autres ®tudes conf i rpayscommec et t e
les EtatsUnis et la Lituanie (entre les années 1970 et 1@880lozzi, 1999; Preiksa et al., 2005)

le Danemark et la FinlandBoisenetal.,2004) Tout ef oi s, acdencensvamnite d:i
pays 7 | dautre. Par exempl e, au Danemark | 6in
2.4% pour la méme période (192@01)(Boisenetal.,,2004) Ceci i ndique quobi l

des facteurs g®n®ti qgues et/ ou des facteurs |1
Ainsi, toutes ces donn®es confirmentbagppailily

reproducteur maledDe nombreuses études épidémiologiques ont tenté de faire le lien entre
| 6exposipteirdanur'badesur s endocriniens pendant | a

testiculaire.
U Influence des perturbateurs endocriniendesd DS

Diéthylstilbestrol

Le cas du di®t hyl stil bestrol (DES) est inun exe

uteroa un perturbateur endocrinien sur la santé reproductive de la descendance. Le DES est un
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Tstrog ne de s \faemmés ercantep degameesild40 a19F0 pour prévenir les
fausses couches, | 6accouchememgossesst BExpo® setr el ¢
Ut ero to Diethylstilbestrol .acd Rgletsa perd sSyau chi

des cohortes dobéenfants dont | es m res prenai el
naissaenavec des anomalies de d®vel oppement de 1|0
avec des anomalies de taille et defoe de | Out ®r us (ut®rus en T)

d®vel opper des cancer s du (Fénchel edat, 2015 estgéd®gonss et
exposésavaret un risque plus ©®I ¢GilRetal,iard,Palmereda., | a ¢
2009)et / ou de |(Bvowers ot salp 20@6;] Kéipset al., 2002; Palmer et al., 2009; Toppari
et al., 2001)deux symptdmes du TD&.6 e x p drsutetoaudEiS est également associé a un

faible compte spermatiqué&ill et al., 1979; Leary et al1984) Cependant, doautr e
uneméteanal yse sugg rent que | 6exposi biuvnaexcedur ant
déistrog nes exog nes noest pas associ ® ° un

testicule par rapport aux hones norexposégDieckmann & Pichlmeier, 2004; Storgaard et al.,
2006; Strohsnitter et al., 2001; Swan, 20083anmoins, ces données montreanltyue le DES a
des effets d®l ®t res sur | e de d®vel oppement

chez leméale aussi.

Bisphénol A

Un autre compos® oestrog®nique ®tudi ® en assot
A (BPA). Le BPA est une composé oestrogénique qui a été fortement utilisé en industrie (15
milliards de tonnes produits par année2€d6) pendant plusieurs aes et est encore présent

dans de nombreux produits de consommation tels que les boites de conserve, les contenants en
plastique, le papier de recu de caisse ou dans le revétement des cannettes dgRosstiedd

& Cooke, 2019; Williams et al., 2014)es travaux de Glvalier et ses collégues ont révélé une
corrélation négative entre le niveau de BPA dans le sang de cordon ombilical et le niveau
doexpression de | 6hormone | NSL3 (mais pas | a
cryptorchidie (Chevalier eta., 2015) En outre, | 6exposition au B
humains serait associé a une diminution de la concentration spernatiqtial., 2011; Meeker

et al., 2010)Une étude récente réalisée par une équipe en Chine montre une association entre une

courte distance anégitale chez les garcons dont les meres étaient exposées au BPA pendant leur
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grossesse via |leur profession (employ®es dous
relationestdosd ®pendant e puisqudune fort eeaesbagsaciee t i on
a une plus courte AG[Miao et al., 2011)

Phtalates

Beaucoup doé®tudes sugg rent un | ien entre | @&
hormonale résultant eme virilisation incompléete (soumasculinisation) des gargcons exposes

uteroce qui constitue des signes du TP&in et al., 2006; Matsumoto et al., 2008; Swaale

2005) Les phtalates sont des plastifiants produit en trés grandes quantités (8 millions de tonnes
par ann®e en 2015) qgue | 6on retrouve dans pl
parfums, shampoings, savons, produits cosmétiques, tapisemticideset qui ont des propriétés
antrandrogenegWang et al., 2019 En analyant le niveau de phtalates dans le lait maternel,
Main et ses coll gues (2006) néont pas trouvd
cryptorchidie. Toutefois, ils ont trouvé un lien entre le niveau de phtalates {méthg| phtala,

monao-éthyle phtalate, mono-butyle phtalate) dans le lait maternel et le ratio LH:testostérone

libre chezles garcons agés de 3 agygérantne altération de la fonction des testicules durant

Il 6al | aManetrek,2006) Une ®tude danoise a montr® de
(risque relatif rapproché ou rapport des chapgwur lacy pt or chi di e et | 6hypoc
avec des taux élevés de métabolites de phtalates manetk§}7-carboxyheptyl) phtalate (7ex

MMeHP, métabolite du diisononyl phtalate (DiNP)) dans le liquide amniotique. Par contre, les
auteurstmoanvt® ipghdisi osno avec | es niveaux doéohor mot
le liquide amniotiquéJensen et al., 2019)es phtalates peuvent affecter la distance anogénitale

des garcons expos@s utero comme le montre une étude américaine plus réogvisetino-
Andrade et al.,, 2016) Cett e derni re met en ®vidence une
l argeur du p®nis et | 6exposition aux phtalat
premier et 2trimestre repectivement mais pas lors durdnestre(Martino-Andrade et al., 2016)

Une ®tude danoi se montre ganivéealx de Iynétaboliesade d 6 a ¢

phtalates détectés ai Br i mestr e et | 6 A GDQJersdn etlah, 201l6Celay e u r d
concorde avec | es ef fets n®f astes ddune per
masculinisationiddschietzus 6m@mas n) SGRare sont

évalumt! 6 i mpact d o6inuieeoavs ghpalatesisdr le campte spermatique et la qualité
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du sperme. Cependant, Axelsson et ses collaborateurs montrent que la présence dans le sérum
maternel des métabolites du DEHP (eéfBylhexyl) phtalate) et DiINP eségativement asso&@é

avec les fonctions reproductives des fils se traduisant par un faible volume testiculaire et un faible
volume de sperm@xelsson et al., 2015 ne récente étude de Hart et ses collegues montre aussi
gue la concentration de mo-éthyle phtalate et mortarboxyisooctyl phtalate dans le sérum
maternel (collecté entre SG18 et SG34) est négativement associée avec le volume de sperme et la
motilit® des sper ndutorespepidemaftad etal., Z018) s ~ | 6 ©ge

Pesticides organochlorés

Une autre catégorie deE étudiée est celle des pesticidegamochlorés dont les propriétés anti
androngenes ont été rappor{€seire et al., 2014; Jayaraj et,&016) Une étude cagmoin

rédisée aux Etatt/nis avec 739 patients de cancer testiculaire (tumeurs germinales) et 915
témoins montre une association entre des niveaux élevés p@DDE
(dichlorodi ph®nyl di chl or o @&sétuy tles patehts ef lednced u0 ¢ g
testicule(McGlynnetal.,2008) Cette association a ®t® confir
de Cohn qui montre une association entre le niveau de métabolites du DDT
(dichlorodiphényltrichlonéthane) mesuré dans le sérum materr(1-3 jours apres

| 6accouchement) et | e risque pour |l e fils de
(Cohn et al., 2010)En Suede, Hardell et ses collegues montrent, par etudéncam, que des

ni veauxX ®l ev ®s ddune combi nai son de pl usi eu
hexachlorobnzéne, chlorodanes) dans le sérum des meres sont associés a un odds ratio élevé que
les fils développent un cancer du testididardell et al., 2003)Une autre étude caddmoin faite

en lItalie montre une forte association entre une forte concentration sanguine en pesticides
organochlorés (incluantfgp6DDE et | 6 hexachl orobenz naecgr chez
du testicule et cette pathologie. Les auteur s

pesticides et la pathogenése du cancer testic{@iamnandrea et al., 2011)

Le Iien entre | 6expositi ondepatr®@avecurehypospadiassou p e st
de | a cryptorchidie a ® ® anal ys®. De nombr e
| 6hypospadias et | es niveaux de tangnbnachleret s p e s
dans le sérum maternel (pendamgglr o s ses s e) des m res dont |l es
(Carmichael et al., 2003;ongnecker et al., 2002; McGlynn et al., 2009; Trabert Britton et al.,
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2012) Néanmoins, la métanalyse de Rocheleau montre une augmentation modeste du risque de
d®vel opper | 6hypospadias chez | es gar -swans don
des pesticideéRocheleau et al., 2009)es résultats entre cette métan al y s e &So@uxpposen

des autres ®tudes. Ceci peut soOexpliquer par
les étudestui | i s®es pour | danalyse tel que |l a p®riod
de I a malformati on. Seke wrie essdciatién eatk @ein niveau &eivéodu d a n C

pesticide hexachlorobenzene dans le sérum maternel (détecté 57.33 esernpigs

| 6accouchement) et un risque ®| ev®Gdrdandeda pr og
al., 2010) Trois études faites en France, au Danemark et en Finlande mettent en évidence un lien
entre | e niveau de pesticides dans | e | ait ma
de la cryptorcldie (Andersen Helle R. et al., 2008; Bruck®avis et al., 2008; Damgaard Ida N.

et d., 2006) [ néy a pas de donn®es disponibles
pesticides et | e compte spermatique. N®anmoi n
des pesticides pendant la vie adulte a des effets néfastesestilitiades hommes en réduisant le
compte spermati que et (Goidsmitmetlal,il1384 revudaheMaltediasz o 0 s |
& Perry, 2013; Potashnik et al., 1978; Whorton et al., 1979)

Autres composés

llesti mportant de souligner que dbéautres compos®
TDS. 1 sbagit not amment des retardateurs de
(Carmichael et al., 2003)a cryptorchidig(Goodyer et al.2017 Main et al., 2007¥t le cancer
testiculaire(Harcell et al., 2006)ainsi que les analgésiques bien que les données disponibles sont
encore controverséeqFisher et al., 2016; revu dans Hurta@onzalez & Mitchell, 207,

Kristensen et al., 2011; Lind et al., 2QManku et al., 2020

Léensemble de ces donn®es sugg rent gnsd une

particuli rement pendant adedesdiggues deodeéveleppes des f 1 t
mal f or mati ons et troubles de | 6appareils repr:
cause 7 effet. Pour cdbdédmaimaux | ésti uhshonomouy

de déterminerlesmécni smes dbéaction de ces perturbateur :
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d) Données expérimentales

Les études réalisées sur des modéles de rongeurs ont permis deméttidence les effets (a
courtterme etalongterme d6une exposition fitale ° des pe
antrandrogénique et que ces derniers induisent des phénotypes similaires au TDS. Les travaux
r®cents anal ys aposition ansphtaldtes pendant lé dévetoppeneert parina
montrent gque ces compos®s induisent de mani r
TDS. Fisher et a2003)ont proposé un modéle pour récapituler le TDS humain chez le rat. Les
auteursont mi s en ®vi dieuteroees pts @ durDBR @iyyte praatate) (500

mg/kg de 13 & 21 jpc) les méles présentaient des anomalies de développement caractéristiques du
TDS. Loéexposition r®sultait ehypun phaaduta st,a udx i(n
et doéanomalies testiculaires telles que des m
a des zones de dysgénésie contenant des cellules de Leydig, des cellules de Sertoli, des gonocytes
et des cordons séminiféres pei@ment formés. La sécrétion de testostérone était reduite a pres

de 90% dans |l es testicules © 19 jpc et O®tait
Des anomalies de développement des gonocytes tels que la présence de gonocytes multinucléés
jusgud”™ 10 jpp ont ® ® not ®s ai nsi (gsherethla pr ®s
2003) De plus, | 6in utgrooésluit taidistance anogebitBl€ dans la progéniture
male(Mylchreest et al., 2000, 1998) Dd aut r irse p&teundneesntqu e m° me mod
ont confirmé les observations de Fisher en utilisant le méme composé a une dose similaire ou
supérieure (750 mg/kgMahood et al., 2007; van den Driesche et al., 2017, 2B1i®ieurs autres

composeés de la famille des phtalates tels que le DEHP, |€&BRyle butyle phtalate) et le DINP

ont l es m°mes effets n®f astes que | e DBP sur
reproducteur malgAndrade et al., 2006; Borch et al., 2004; Gray et al., 2000; Li et al., 2015; Stenz

et al., 2017)Le DEHP et le BBP (mais pas le DINP) administrés indépendamment a des rattes
gestantes de 14.5 jpc a 3 jpp a une dose de 750mg/kg ont induit une rédupbaisdesticulaire

(35%) et wune r®duction de | 6 A hayd€ta.02000Bocch mpar at
et al.(2004)montrent que le DEHP (750 mg/kg/jour) et le DINP (750mg/kg/jour) administré de 7

jpc a 17 jpp réduisent l@veau de testostéroneinrtae st i cul ai re et sanguin
21 jpec. Dans cette ®tude, seulBorthetalEoBHIne ®dui t
autre étude montre que le DEHP (405 mg/kg/jour) induit également des défauts de développement

desgonocgs se tradui sant par | a pr®sence de gonoc
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1 jpp (Andrade et al., 2006).es travaux de Martine Culty ont montré chez des rats exposés

utero (14.5 jpc a la naissance) au BE (2341250 mg/kg/jour) une réduction de la production
basale de testost®rone dans |l e testicule fi1ta
sérum des rasdultes associée a une hyperplasie des cellules de L(E&dty et al., 2008)Dans

une autre ®tude f ai tieutesode 9 jpcaa 1% jpcuau DEHP (al 3060e x p 0 s
mg/ kg/ jour) montre wune r®duction de | 6AGD, (
spermatique et de la motilité glspermatozoid€Stenz et al., 2017).i et al. (2015) ont étudies

effets du DINP a différentes doses. Seule la plus forte dose (1000 mg/kg/jr) administrée de 12 jpc

a 21 jpc a induit une baisse de la sécrétion de testostérone, une hyperplasie et agrégation des
cellules Leydig, des gonocytes multinucléés, etunerédoat de | NSL3 et 3bHSD
expression du géne). Etonnamment, les auteurs ne rapportent pasypderchidie ou
dohypospadi as c(ietal, 20853 mOl es trait ®s

L 6 e n ke damn kEsultats de ces études montrent que les cellules de Leydig sont particulierement

ci bl ®es. La r®duction de | a s®cr ®tion de test
enzymes impliquées dans la stéroidogenése et des prot@h#isant le cholestérol (exSTAR,
Cyp11Al)(Thompson et al., 2004) L 6 sionpmlegénss specifiques aux cellules Leydig (ex

Gnrhr (gonadotropirreleasing hormone receptohpsl3) est également altéréei et al., 2015;

Mahood et al., 2005; Wilson et al., 2007; Zhu et al., 2016)Ai nsi , |l 6al t ®r at i
stéroidogene des cellules Leydig particulierement pendant la période de masculinisation (15.5
185 jpcclezleratetSG&8 G14 chez | 6humain) par | es phtal a
correspondant au TDS observé chez les rongg@aral dans Wang et al., 2019eci a été
d®montr® par | es travaux de van den Driesche
fenétre de masculinisation datrésuile en une perte de gonocytes indifférenciées, la présence de
gonocytes multinucl ®®s et | 6agr ®gation de gon
présence de dysgénésie focale (semblable a ce qui est observé chez les hommes qui ont une
néplasiepéi nvasi ve des germinale (GCNIS)), st | 6
du TDS(van den Driesche et al., 2017, 2015, 2012)

Quel ques donn®es sont disponibles sur | 6i mpac
entre autres 7 | 6util i s aicules mmathsitransmadtésidans dke x ®n

souris immunodéficients et castr@ditchell et al., 2010) Bien que le traitement de xénogreffes
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de testicules humains (©g®s de SG14 ~©~ SG20) a\
detestos®r one, il y a formation de gonoc(MitckeeB mul t i
et al., 2013; van den Driesche et al., 2015)Ces donn®es sugg rent que

est moins susceptible aux effets des phtalate

Différentes études ont évalué les effdes paurbateurs endocriniens a caracteres oestrogéniques
sur | e testicule fi1tal en |ien avec | e TDS.
prochaines sections.

Il.2 Les xénoestrogenes

Les x®nistrog nes s ont relésassynthétibu®scqui bnt une striciurei q u e
similaire © celle des Tstrog nes et pouvant
transport des Tstrog nes endog nes {(Xoetay f ®r an
2017). Ces mol ®cul es peuvent °tre retrouu®es da
| Gutilisation de produits comme | es pesiticide
contenants en pl ast isgfatée)plus suvéntparwvaesorale, icudlanée buu ma i n

respiratoire

Le di ®t hyl stil bestrol, | e bi sph®nol A et I
X®noestrog nes. Le DES peut se |iguer ~ ERU e
mesure de BA (relative binding affinity) est de 236 et 231 respectiveni&niper et al., 1998)

QuantalB P A, il est consid®r ® comme un faible 1Tst.]

0.01(Kuiperetal.,1998) Dans | e cadre de cettemenhauBERR, | e

dont les caractéristiques sont détailléedessous.

L6O®t hinylestradiol est unesstandgohe( &E2ht h®t gg
agoniste pur et puissant de | &éoBstitfaRBidjeuSRU = 2
pilules contraceptivefEscande et al.,, 2006) Une f oi s i ng®r ®, | 6EE2 es
duréededermi i e est dbéenviron 7.7 hrs (dansle @ik gan, Cl D
l es enzymes de |l a famille du cytochrome P450 ¢
CID 5991) . LOEE2 peut se | ier aux deux r®cept
r ®c e pt ¢BarkhentEeRdl., 1998; Escande etal., 2006)L 6 EE2, excr ®t ® dans

feces, se retrouvent ainsi dans les eaux de surilcéss effluents des eaux usées a des
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concentrations pouyv darther &tlal., 20)2 Gepesdgnt, @eéux éudes n g/ L
mesurant le niveau de EE2 dans les eaux de surface en Espagne et auxbtatss d 6 Am®r i q
rapportent des concentrations inféreua 0.1 ng/l(Esteban et al., 2014; Laurensonlet2014)

Chez | Ods affeiade ta,consommation de la pilule contraceptive pendant la grossesse sont
controver s®s bien qguo uneran®d peter trimastta ppuirait étgeu e s C
associé a des malformations chez les nouvésutels que les fentes ofiaciales(Leite et al.,

2002) | | néy a pas de donn®es sur | a sansesh repro
utero” | 6 EE2.

OH OH OH
fos g
. A ; Ho -

17p-estradiol 17a-estradiol Bisphenol A

0 OH
i, H, - OH
H H
e Estrone e Estriol
Estrogens Xenoestrogens
Figure 11: Structure chimique des Tstrog nes

diéthylstilbestrol (DES) & du bisphénol A.
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l'1.2.1 Action des x®nistrog nes sur |e

aylMod | es do6®tudes

U Modeélesin vivo

Ces mod |l es doé6®tude pr ®sent edd ®tpUu(thissgeHfetsrdss a v an
différents modes de contamination (eorale,cutané) de la moléculgtudiée; (2) les effets des
X®nistrog nes sur l es tro@lbe eselde dqdwappéahgpb
cryptorchidie(Yasuda et al., 1989t (3) | es effets des x®nistr o
(études transgénérationnelléb)anikkam et al., 2012)Toutefois, il est difficile de contréler la
guantité de produits recu au niveau du tissu ciblé. De plus, le miodélefait recours a beaucoup

ddéani maux contr ainwnvwome nt aux m®t hodes

D6autre part, exlvivodexxéenogreffe deehs tmocdullees f T t-aiux hun
consisteagef fer des morceaux de t e s®souslapeasdutiost au x
de souris immunodéficientgditchell et al., 2010) Cette technique préserve la structure, la

fonction et le développement normal du tissu incluarditférenciation des cellules germinales.

Les xénogreffes peuvent éraintenuesur plusieurs semaines. Le diéde a déja été utilisé dans
dedifférentesttudestvaluant la toxicité de diverses composés chimiques sur le développement et

les fonctionsda e st i c ul e (Ben Maanhar et al.,ndd;iHeger et al., 2012; Maamar et

al., 2015; Mitchell et al., 2012; Mitchell et al., 2013; Spade et al., 2014; van den Driesche et al.,
2015)

U Modelesin vitro

Culture de cellules

La culturein vitro des gonocytes est difficile. Dans une étude réaliséBqalogne et al(2003),

seul5% desgongct es f T taux de rat sur viugubduretde cllules s 24
dispersées (en emulture avec des somatiques) dans un milieu dépourvu de facteurs biologiques.
Dans un syst me de culture de gonoplasyquesissurpur s,
le verre ce qui menent a la perte debutes quelques jours aprés la mise en pldgae Dissel

Emiliani et al., 1993)Peu de gonocytes surviventvitro et ceux qui résistent peuvent ne pas étre
représentatifs de toute la populat{twahashi et al., 2007; Liveraetal.,2006) L6 ®qui pe de

a mis en place un protocofmur mainteniren culture pendant 2 jours des gonocytes isolés de
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testicules postnataux g (Lietal.,1997) Cett e technique | eur a pe
PDGF et de | oOdiférationaesigandcytes.uAimsi, bfia degoouvoir mieux préserver

les gonocytes conserver les gonocytes a moyen tekmavoet d o6 ®t udi er -l es ef
Tstreg né est pr ®f ®r amvicopdd unteit It iasndr deriar tRseh rv

entre | 6ensemble des cellules qui constituent

Culture organotypique

La culture organotypiqgue c¢ons ipmttfitre, insertaulgeal i v er
ddbagar ose) dans un mil i eu rohenesctufdctewsr beologdj®p our v
(Kojima et al., 2016; Livera et al., 200@)igure 13. Elle permet de conserver la cinétique de
développement du tissu et en partie de prése r | 6i nteraction entre
| 6architecture du tissu. En effet, une ®tude
et de souris mongnt que les cellules germinales, les cellules de Sertoli, les cellules de Leydig et
les macrophages se développement normalement sur une période simhinegLivera et al.,

2006) La cinétique de développement des gonocytes chez le ratpsttéesavec ce systeme de
culture bien que le nombre total de gonocytes obienitro soit inférieur a celui obtena vivo.

De plus, les gonocytes entrent et sortimta phase de quiescence en suivant la méme cinétique
gue cellan vivo(Livera et al., 2006)Ceci suggere que le développement de ces cellules ne dépend

pas de signaux extreesticulaires.

La culture organotypique est appropriée pour deseétud ©~ moyen ter me et pe
développement de testicules prélevés a différents stades de développement. Toutefois, il faut noter
gue la morphologie des cordons séminiferes apres 10 jourdtdee st perturbée de marniere
importante (Livera et al., 2006) En outre, ce systeme de culture est plus représentatif du
développemenh vivochez le rat ge chez la souris. En effet, la sécrétion de la s&stone et la
prolifération des gonocytes dans le modele de culture organotypique du testicule de souris ne suit
pas la cinétiquén vivo (Liveraetal., 2006 De pl us, l e mod | e per met
mol ®cul e en exposant directement | dorgane cib
modele a déja été utilisé pour étudier les efthkts xénoestrogénes sur le développement des
testiculess f Tt aux @elbésada. 2007t Lassurguere et al., 2003; Li & Kim, 2003k

mod | e est donc solide pour ®tudier |l es effet
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avantage de pouvoi rméameindvidispeur leslcenditions destraiternentlete s  d -

detémoin [Figure 12].

Feetus de rat

Testicule
" Insert 1 @
Figure 12 : Repr®sentation du mod | e de cultu

b) Données expérimentales

Les effets 7 coertexptosli ongnt éimeal @06 Uculedbmts x ®n i
ete évalués par plusieurs études expérimentales. Deux approches sont généralement jilisées

| 6usage nmetromed meeés ant des essais ~ couett et m
|l es rongeur s et i2Yvivoimdigquanade® protbeolesnsardes bnéamaux. Les
tableaux 2 et3dresseune | i ste non exhaustive do6®tudes ®\

de trois xénoestrogenes (BPA, EE2 et DES) sur le testicule.

U Etudesin vitro

Les donnéesn vitro disponibles sut es ef fets des estrog nes exo

proviennent do®t udes effectu®es sur l e rat,

organotypique, la xénogreffe ou la culture primaire@| eau 2). Les ®tudes mo
expositbn de 72h ° du di ®t hyl stil bestrol (DES) ou
explantés a 14.5 jpc et 12.5 jpc, respectivement, affectent la gamétogenése en réduisant le nombre

de gonaytes et de cellulesde SertpliDe |l b s et al ., 2007; LByrssurgu
etal.,2012) Toutefois, ceci nbest pas ®t ® observ®e
oudjpps ugg®r ant | dexiPstrende deuns e Delbaset@., 280r)x x ®n 1
Enoutre,le ES et E2 r®dui sent |l a s®cr ®tion de tesl
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négatif sur la survie des cellules de Leydig dont le nombre est réduit apres tra{leeileas et

al., 2007; Lassurguér al., 2003) Etonnement, le traitement au DES a des doses comparables
nbaffecte pas |l a st® ropdogen se du testicule
organotypique pendant 72 heuresplantés a SG6-30.5)( N6 T uBybet al., 2012pu de

xénogreffe pendant 35 jourgexplantés a SG159) (Mitchell et al., 2013) En prenant en
considération le fait que les effets délétéres du DESs@d i ®s par ERCoushez | a
& Korach, 2004) NO TRiynb aet ses coll gues (2012) sugg |
est insensible au DES par ce (BoukarieEaR Q00T Gaskelt pas
et al., 2003; RouilleFabre et al., 2015)

Le bisph®nol A (BPA), qui est un x®nisBRs og ne
comparativement au DES et ERuiper et al., 1998)inhibe la sécrétion de INSL8t de
testostérone chez les rongeurs dans le modéle de culture orgar®yagamar et al., 2015;

NO TuiByneet al.,, 2012) Cependantn Ikbeet ildrhudai BPA sur
testost ®rone et doélI NSL3 dans | e testicule f1
gonadotrophines dans les conditions de cul(itadak et al., 2018; Maamar et al., 2016¢s

derni res r®gulent |l a product i orScatetalt,2089) ost ®r
En effet, en cultte organotypique de testicules agés de-3&maintenus 72h, le BPA réduit la

s®cr ®t i on d e padis ded Dt ®a Mpnéeencey ded NCG (human chorionic
gonadotropin) et hLH (human luteinizing hormone) dans le milieu de culture comparativement a

la faible dose de 10 nM en absence de ces horn{dfasnar et al., 2015). e méme constat est

fait en utilisant | e mod | e de x®nogreffe de t
au BPA ¢ injecté avec du hCG (20 1U) a chaque 72h sans que le niveau de testostérone dans le
s®r um de | 6 h (EBlagak etal., 2008Cdancemdnf les eftet®du BPA sur les cellules
germinales, Maamaet al (2015) observent une réduction du nombre de gonocytes dans les
testicules de rat explant®s ~ 14. Sledepliureet tr e
organotypique. Eladaét al (2018)n ot ent une augment aotytepdanstke® | 0 ap
testicules humain agés de SGb et traités a la méme dose pour 72h dans le méme modele de
culture organotypique. En xénogreffe, Eladgtkal. (2018) montrent que le BPA a une dose
environnementale de 500 eg/kg/jr r®duit | a de
gonocytes positives pour ARP2 ( ma r  u eytes) sout @reaugmentant le pourcentage de

cellules germinales exprimant le marqueur de différenciation MAG@EmMarqueur des cellules
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préspermatogoniales). Les auteurs suggérent donc que le BPA accélére la différenciation des
gonocytes en spermatogonehre z | 0 humai n. Loensemble de ces
exposition a des xénoestrogenes peut avoir des effets délétéres sur la gamétogenese et la
st ®r opdogen se dans |l e testicule fital de ron
entermes de doses et période de sensibilité aux xénoestrogénes ainsi que la présence de récepteurs
entre | 6humain et | es rongeurs ce qui i nvite

effets observ®s dans des mod |l es de rongeur s

U Etudesin vivo

Concernant les effetm vivodes x®noestrog nes sur | apparei
di fficile doébavoir un portrait global en raisol
Les facteurs contribuant a cette varigbis ont | e mode dodéadministrat:i
injection souxc ut an®e, dilution dans | 6eau et crat), | a

Sprague Dawley vs. Wistar ou souris @Dvs. NMRI) et la durée du traitement. Néanmoins,
globalementles effets observés dans les modétegitro notamment sur la stéroidogenése sont
reproduitsnvivoc o mme | 6i ndi que | e tableau 3 r®capitul
exposition fitale ° des x®noesih Ernefet, aresoureur | 6
exposition penda nletlala2019] Tanakaiettala 2086F 2(Xasudaretial.,

1988)ou DES(Guyotetal.,2004) ®dui t | a s®cr ®t i on de testost ®r
De maniére intéressante, les études de Yasuda (1988) et(3G®) montrent que les effets

délétéres du BPA et du EE2 sur la stéroidogenése qui sont observés dans les testicules périnataux
(18 jpc et 1 jpp r espectadite mhemest)de mpéeme pourslds e n t
rongeurs traités uteroavec le [ES (Yamamotet al, 2003). Ceci suggéere quesfonctions des

précurseurs des cellules de Leydig adultes sont agfegqéndant la période de traitement.
Léanalyse du transcriptome des testiculdes exp!
sécré i on de testost®rone est associ ®e ~ |l a bais
la stéroidogenéggyv et al., 2019; Naciff et al., 2005; Yang etal., 2019)L 6 e x p insl3esti on d e
aussi di mi nu®e dans | es testi cudiesradioldweetal,ongeur
2019; Nef et al.,, 20000 Ce f ai bl e niveau dbéandrog nes dur
traitement pourrait °tre 7 | 6orquglaaeyorchideappar i
(associ ®e lasBeMcLachdan at ale 1916pNef et al., 2000; Pékéartinez et al.,
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1996) I 6 h agp(Mabgwand et al., 2014; Stewart et al., 2018)réduction de la distance
anogénitee (Ahmad et al., 2014; Murray et al., 2007; Stewart et al., 20b8grvée chez les
nouveatn ®s et au stade adulte. En outre, l e d®)
reproducteumaledépedant de | 6action des androg nes sonj
faible poids de | a prostate, de | 0®pi di dyme o1
exposésn utero(Ahmad et al., 2014; Thayer et al., 2001;nW&aal €al., 1998)

En outre, les résultats des étudesivo suggerent que les xénoestrogénes ont des effets déléteres

sur le développement des gonocytes. Thuillier et ses coll€g0@3) montrent que le DES et le

BPA alt re | 6expRdceiHR thgpiatiestestic@las deBijpp tmitesitero

de 14 jpc a la naissance. Compte tenu quedoepteurs sont impliqués dans la différenciation des
gonocytegManku et al., 2015; Wang and Culty, 2000 changement de leur expression pourrait
affecterle devenir de la lignée germinal@ans une étude ultérieure, la méme équipe montre que

le BPA a 200 mg/kg/jréduit le pourcentage de gonocytes en prolifération a 3 jpp ainsi que

| 6expression de Erkl (prot®i ne et ndlisathdomie qui €
PDGF(Thuillieretal.,2009) Ddéaut r es a rppement dessgenoaytes olitk@wewson

la présence de gonocytes multinucléés dans les testicules de soude 4Fds8 jpc traitésn

utero(-1 0 j pc) au DES ou §&erezdatmer etall, 1996) ek bffets deg / k g / |
xénoestrogenes (BPA, DES et EE2) sur les geresrnaduvent aussi étre observes a long terme, a

| 6©ge adulte avec une r®duction du compte sp
(Ahmad et al.,, 2014; Olukole et al.019; Tainaka et al., 2012; Thayer et al., 20Qine
augmentatin des anomalies morphologiques des spermatoz@tesad et al., 2014; Tainaka et

al.,, 2012)et wune augmentati on dYanglet@la R0OA9pdr cagpert adxe s g o r
ani maux t®moinsdoba®epsembbei eatcédhypoth se s
de plpéa ei | reproducteur mascul in obser v®s
d®vel oppement ale due ° | 6exposition pr ®coce
persistant des effe délétéres observés sur la lignée des cellules germinalepalssgile que ces

effets puissent étre transmis a la descendance a travers le spermatozoide.
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Tableau 2: Effetsinvtrod dune ewmposdées x®noestrog nes sur |l e test.i
exposées en fonction dumodeél d 6 ®t ude.
Espéce Age Traitement Observations Références
Culture organotypique
E2 ( 472b)M Z # gonocytes
Zsécrétion T & 492h
Rat SD 14.5 jpc DES (40 nM-4  &i M2h) Z # gonocytes ° 4 &M Lassurguére etal., 2003
Z # cellules de Sert
Z # cellules de Leyd
14.5 jpc Z c#llules de Leydig a 72h
Rat Wista DES (672 M Z s®cr®tion quotidie Delbésetal, 2007
W Pas doeffet s®cr®tio
_ _ DES (1,i72h0 €M Z s®cr®tion T d s 24
Rat Wistar  14.5jpc _ N6 T uBynaet al., 2012
BPA (1 pM1 0 E7Mh) Z s®cr®tion T 10 ¢
Rat SD Apres 72h
Z s®cr ®tielnd TeM 10 n
14.5 jpc BPA(1nM1 0 E7Mh) Z Insl-BO"¢M@. 01 Maamar et al., 2015
Z # gonocytes 10 ¢
Rat Wistar Zs®cr ®tion T 10 &M
Souris NMRI 12.5 jpc PES (1.77m0 =M Z seeroetion T d s 24 N6 T u Bynaet al., 2012
BPA (1 pM1 0 E7Mh) Z s®cr®tion T 10 ¢
Humain DES (1,i72h0 e M Pas dobéeffet sur s®cr
SG6.510.5 BPA (LpM1 0 E a2h) Z s®cr®tion T O 0. NOTuBmatal, 2012

ZINSL3a 10nM aprés 24h

a7

e

f 1



Espéce Age Traitement Observations Références
SG7*12 BPA (10nM1 0 & 7ah) Sans hLH ou hCG Maamar etl., 2015
Z s®cr®tion T 10 n
Z |1 NSL3 10 nM et 1
Avec hLH ou hCG
Z s®cr®tion T 10 ¢
Pas doeffet sur | NSL
SG612 BPA (0.0:1 0 & Mh) Yy % gonocytes apopt o Eladaketal., 2018
Pas doeffet sur |l a p
Xénogreffe
Humain SG1519 DES 100 ¢ g/ kg Pasde changement niveau de T mesuré dans Mitchell et al., 208
x3/sem pour 35 jr s® rum de | 6htte
SG9.111.3 BPA 500 i7eg/ kg y % germinal es apopt Eladaketal., 2018
Dil. H20 pour 5 sem. Z densit® cellules g
Z % ger mesiifes AP
y % ger mi nApesisif MAGE
Pas doeffet sur s®cr:
STARCYP11A1CYP17A1CYPD (en
présence de hCG)
SG1418 BPA 0.5, 5Ceg/kg/jri Pas doeffet sur s®cr  Eladaketal., 2018
Gavage 5am.
Coculture gonocytes $ertoli
Rat Wistar  16.5jpc DES (10nM, e M 5jr) Z gonocytes ~ 1 &M Delbés et al., 2007
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Espéce Age Traitement Observations Références

Culture cellules de Leydig

_ ~ E2(0.1nM1 €igjn) Z s®cr®tion T ~ tout .
Rat Wistar ~ 16.5, 20 jpc : . : Delbes et al., 2007
DES (0.1 nM1 € Mjr) Z s®cr®tion T ° 0.01
jpc : jour postcoitum; jpp: jour postpartum; SD. Sprague Dawley; E2b-estradiol; T: testostérone; DESdiéthylstilbestrol; BPA bisphénol A;
hLH : human luteinizing hormone; hCGuman chonnic gonadotropin; semsemaine; DilH.O : dilutionda ns | 6 eau
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Tableau 3: Effetsinvivo® court et | ong terme dbébune exposition p®rinatale
male.

Mode de _ Période Pé&iode ] o
_ Traitement R R Effets observes Réferences
traitement doexpo«ddobser

Effets a court terme

DES0.012 eg/ k gPdgfimbs testicul es
o ZPdgtilmhs testicul es -
Rat SDi __l4jpcala _ - i _ Thuillier et al., 2003
BPA 0.1:200 mg/kg/jr _ 3 jpp y P d g fandles testicules a 1, 10, 200
Gavage naissance _
ma/kg/jr
y P d g Handtesticules a 1, 10, 200 mg/kg/
DES0.012 e g/ k YHsp90d ans testicul es
Rat SDi 14 jpcala 21 jpc; Pas de changement dans gonocptetiés
: _ _ Wang et al., 2004
Gavage BPA 0.1:200 mg/kg/jr naissance 3,21 jpp y Hsp90 (ARNM et pr«
gonocytes purifieés a 3 jpp (10, 200 mg/kg/jr’
Rat SDi BPA 1, 10,200 14 jpcO jpp 3,21,60jpp ¥ e x p rEkk Rafl@RNmM et protéine) a
Gavage mg/kgl/jr toutes les doses a 3 jpp Thuillier et al., 209
Z % gonocy tawos a 200mgfkgljr
a3 jpp
Rat SDi BPA 4, 40, 400 16-21 jpc 21 jpc A 40 et 400 mg/kaljr Lv et al., 2019
Gavage mg/kgljr Z s®cr ®tion leydgt # «

Z e x p rinsl3 Ksd1dbyprotéine et

ARNmM) dans les testicules

A 400 ma/kgljr:
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Mode de

Période Pé&iode

raitement Traitement doexpotdoobser Effets observés Références
Z e x p rABNmset pootéine Lhcgr,
CypllalCypl7al AMH dans les testicules
Souris ICRi  EE2 0.02, 0.2 mg/kg/jt 11-17 jpc 18 jpc; Z T et E stesticalaré 201Bjpd nt Yasuda et al., 1988
Gavage 20-22 mois
RatSDi EE2 0.00110¢eg/kg/jr  11-20 jpc 20 jpc Z e x p rC¢pdlaiSLAR Cypl7alala Naciff et al., 2005
Inj. s-c. BPA 0.002400 plus forte dose pour les 2 composés
mg/kgljr
Souris NMRI DES 150eg/kg/jr 9-10 jpc 12-18 jpc Gonocytes multinucléés a-1B jpc PérezMartinez et al.,
T Inj. s-c. Zeranol 15Gg/kg/jr Hyperplasie des cellules Leydig 1996
Délai descente des testicules traités au DE
DES 20 &g 115,135, 17.5jpc, Ojpp Cryptorchidie
Souris CD1 15.5 jpc Z e x p rinsl3dsris testes a 0 jpp
T Inj. s-c. 1 7-éstradiol 6 mg 13.5jpc 17.5jpc; Cryptorchidie Nef et al., 2000
0, 7jpp Z e x p rinsl3dsris testes & 17.5 jpc et 0
jpp
Souris CD1 DES 10, 50, 100 10.517.5jpc  18.5jpc Z iftrat esticul aire 1 Guyot etal., 2004
T Inj. s-c. egl/ kgl jr Z P450c17 StAR(ARNmM et protéine) a la plu:
forte dose
Souris DES 0. 1, 1 9.519.5]pc 7ipp Aux 2 doses Stewart et al., 2018
C57BIl/61 Hypospadias
Inj. s-c. Z AGD

(forte dose) /
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Mode de _ Période Péiode ] o
_ Traitement R R Effets observes Réferences
traitement doexpo«ddobser
Dil. H20

(faible dose)

Rat SDi BPA 0.2, 2,20,200 1jpc2hrs 2 hrs aprés Z T sanguin proportiTanakaetal, 2006
Dil. H20 eg/ mL apres la naissaone
naissace
Souris BPA 5, 1 jpcfin de 1,14,35jpp Z e x pnrSEAR Gypldal3 EHSDa 1 Yang et al., 2019
C57BL/67 Equivaut al, 10 gestation jpp aux 2 doses
Dil. H.0 mg/kg/jr
RatWistai DES 250 9 jpcl jpp 4 jpp Z AGD Murray et al., 2007
Pompe
osmotique
Effets a long terme

Rat SDi DES 6 14 jpc 1-75 jpp Z AGD 25 jpp Ahmad et al., 2014
Gavage parturition Z PT, poids prostat ¢

Z motilit® et compt ¢

y % spermatozopudes ¢

morphologiques
Rat SDi BPA 1, 10, 200 14 jpcO jpp 3,21,60jpp A 200 mg/kgljr: Thuillier et al., 2009
Gavage mg/kgl/jr y # spermatogonies

Yy volume absolu des

pas doéeffet sur | a ¢
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Mode de _ Période Péiode ] o
raitement Traitement doexpo:doobser Effets observés Références
Rats Wistai BPA 25, 25 1021 jpc 120 jpp Aux 2 doses Olukole et al., 2019

Gavage y FSH, estradiol au:

Z viabilit®, compte

y stress oxydatif t«

é 25 e/ kgl jr

Z T eanguinH

Z motilit® spermati
Souris ICRi  EE2 0.02, 0.2 mg/kg/jr 11-17 jpc 20-22 mois A 0.02 mg/kgljr: Yasuda et al., 1988
Gavage Z T -testiculaira

Yy est r atesticoldire i nt r a

Hyperplasie des cellules de Leydig

L®sions dans | 6®pi di
Souris CD1 DES 100 ng/g aux 2 jr 12, 14, 16et Adulte Hypospadias Mahawong et al., 2014
& C57BL/6 18 jpc (> 60 jpp)
1 Gavage
Souris CF1i  BPA 2, 20 ng/g/jr 11-17jpc Adulte Z poids ®pididyme atVomSaaletal., 1998
Gavage séminale a 2 ng/g

Z production joursal

20 ng/gljr
SourisCD1 EE20.002 0 € g/ 0-17 jpc 50jpp,5mois Z production j our nal Thayeretal., 2001

0. 002, 0. 02, 0.2 et
Z poids prostate
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Mode de _ Période Péiode ] o
raitement Traitement doexpo:doobser Effets observés Références
Micropipette Z poi ds pr-Desg/akt gemgisr (
électronique
Rat SDi DES15 15 ¢€c¢721jpc 1, 3, 6 sem. Z T sanguin ~ 6 sem.Yamamoto etal2003
Inj. s-c. y FSH dans |l e s®rum
SourisCB1 DES 100 &g 916jpc 7 mois, Stérilité dans 60% des males McLachlanet al., 1975
T 9-10 mois Cryptorchidie a 9 mois
Inj. s-c. Lésions dans testes et épididyme E09mois
Souris ICRi  BPA 5, 50 mg/kg 7 jpcetl1ldjpc 6 sem. Aux deux doses Tainaka et al., 2012
Inj. s-c. Z Motilit® et compt ¢

Z % spermatozoupudes ¢
normale
Z # cellules de Sert
Z expressi on fpnctioesdes:
cellules de SertoliMsilh Ncoal Nid1l,
Hspb2 Gata§ a la plus forte dose
Souris BPA 5, 50 1ljpcfinde 1,14,35jpp A 14 jpp: Yang et al., 2019
C57BL/6i Equivaut a 1, 10 gestation Z e xipnrSEAR Gypllal3 EHSDaux 2
Dil. H0 mg/kgl/jr doses
Z T sanguin aux 2 d¢
y apoptose des ger mi
ZBcl-2 aux 2 doses
yBax™ 50 ¢€g/ mL
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Mode de Période Pé&iode

traitement Traitement déoexpo:rdbobser Effets observes Réferences
A 35 jpp:
Z e x p rSEAR Gypldal 3 EHSDaux 2
doses
Z T sanguin ° 50 ggl

y apoptose des ger mi

jpc : jour postcoitum; jpp: jour postpartum T: testostérone; #nombre; LE Long-Evans; SD : Sprague Dawley; AGD : distance anogénitale; PT
: poids des testicules; sensemaines; Inj.-s : injection sousutanée; Dil. HO: di | ut i o n :idneunshistbchimie; derandl, &g@histe

~

des r®cepteurs aux Tstrog nes

55



I.2. 2 Effets transgénérationnels

Les effets doébune exposition 1pediges suppusigunsr bat e
génération . En effet, | 6exposition directe du par
affecter ses cellules germinales. Les effets transmis a la prochaine génération (F1) issue de ces
germinales sont dit intergénératiolm@arce que la F1 est considéréenote ayant eu une
exposition directe via | es gammteroers pp&rilgear éod df:
mul ti g®n®r ationnels |l orsqubéils sont odbdseer v®s

le parent (F0), sa progéniture (F1) et kscendance de cette derniere (F2), car les cellules
germinales F1 dont elles sont issues ontlefgent été exposées [Figure 13]. Les effets
transgénérationnels sont ceux observés &¢p@8n ®r at i on (F3) ou plus nod
direct avec le oles perturbateurs endocriniefgrehm & Flaws, 2019; revu dans Nilsson et al.,

2018) Les effets transgénératioel observés apres une exposiiiomteroa des xénoestrogenes

sont décrits et discutés-dessous.

Female / Male Gestating Female
Environmental Exposure Environmental Exposure

— s
F2 —

Intergenerational Fo
Exposures
F2 Generation Tran rational F2 Genaration
First Unexposed MI:E:::.““ . First Unexposed

Figure 13: Schéma représentant les effets intergénériato nnel s et transg®n®r a
exposition au stade adulte ou in utero a des perturbateuendocriniensQuand | 6 exposit
Il i eu chez | 6adul t e |l es ef fets mul ti g®n®r at i
transgénérationnels a F2. Dans une sitfmm in uterqg les effets dans les générationsFz0sont
multigénérationnels tandis que ldets dans la génération F3 est considérée transgénérationnelle.
Image modifiée tirée de Nilsson et al., 2018.

n
0

Le DES administré aux femmes enceintes pour gmiévies fausses couches est le meilleur

exemple de composé estrogénique ayant des effetsrdél@trsistant sur plusieurs générations.
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Pl usi eur s donn®es ®pi d®mi ol ogi ques ont mi s
multigénérationnelles du DES admiméipendant la grossesgevu dans Fénichel et al., 2015;

Kalfa et al., 2011; Tournaire et al., 2018, 201Bansune large étude évaluant une cohorte de

4029 fils et 3808 filles dont les méres avaient étééta pendant la grossesse au DES (2
génération), TituwErnstoff et ses collegué2010)mont r ent quéi |l y a plus d
chez ces fils (OR = 1.53; 95% CI =1-0423) et filles (OR = 2.35; 95% CI| = 1.4482) que chez

les enfants de femmes non traitées. Lesudgfrapportés pour les fils étaient majoritairement de

type géniteurinaires, testiculaires ou du pénis. Tournaire et ses collégues notent aussi un nombre
plus ®l ev® de d®f auts de d®vel oppement de | 0a
chegl es fils de f e mmamsute@dau DESTownaim etal., A& p0d6ILEss
effets transg®n®r ationnels du DES chez | 6hum

encore connus.

Chez |l es ani maux, | a plupart des pa@tdedd e s t
xénoestrogenes se sont intéressées aux fenfedias dans Brehm & Flaws 2019éanmoins,

Salian et ses colmrateurs(2009b)mo nt r e nt gudben exposant des r
environnementales de BPA (1.2, 2.4 g/l kgljr)
fertilité des méalesle F1 a F3 (Tableau 4). Ce déclin de fertilité est caractérisé par une réduction

de la taille des portées, du compte spermatique et de la motilité des spermatozoides. La

transmission de ces effets aux générations subséquentes se fait par le pére peies lesnt

croisés avec des femelles non traitées. Récemment, une autre équipp & i r mM® | 6 i mp a ct
du BPA (0.5, 50 e€g/kg/jr) sur | a mo{(Shiktiaf ® et |
2019) En plus de son action sur | a | ign®e germ

hormonaux et de leur e@gulateurs. En effet, Salian et ses collégues mmeat une baisse de

| 6expression du r®cepteuriasuxognudeo®gERRsdamns d
des rats adultes F®alian et al., 2009a) € <cel a sbajoute | e ehangen
régulteurs des récepteurs de stéroides de la famille SRC qui joueraient un rdbe fdatilgé

(SRG1), la spermatogenéese (p/CIP) et spermiogenéese (ERBalian et al., 2009b)

Il est possible que les perturbateurdaariniens puissent aussi induire des mutations qui seraient
transmises a la prochaine génération expliquant ainsi les effets transgénérationnels. Toutefois, les

changements@e x pr essi on de certains g nes apr s ex|
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fami | e HOX i mpli qu®s dans | e d®vel oppement de
quoi l y ai(Mae al.938a t Ceomis sugg re | 6i mplitcatior
| 6expression des g nes sans changer |l a s®quen
épigéniques. Selon Skinng007)la reproductibilité ela fréquence des altérations se produisant

aprés exposition a des perturbateurs endocriniens suggerent que les mécanismes de transmission
impliquent des facteurs épigénétigu (définis cidessous) qui sont passés aux générations
subséquentes parlesgamgés pl ut !t qué”™ des mutations go®n®t
des gam tes est principalement ®tabli pendant
du praessus de reprogrammation épigénétique, ce processus pourrait étre mis es jeu lor

d 6 e x p sp@rinatales. n
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Tableaud:Ef f et s mul ti g®n®r ationnels et transg®n®rationnels doune

Mode de Traitement Période Période _ Effets. Eﬂ‘ets'
_ multigénérationnels  transgénérationnels Références
traitement (eg/ kcddbexpoddobser
(F1 et F2) (F3)
Rat Holtzmari DES 10 12jpc21jpp 75,125jpp A 75 jpp: A 75 jpp: Salian et al., 2009k
Gavage Z taille pc¢Z taille p
A 125 jpp: A 125 jpp:
y poids ®piy poids ®p
vésicule séminal vésicule séminal
Z motilit® Z motilit®
spermatique spermatique
Rat Holtzmari BPA 1.2,2.4 12jpc2ljpp 75,125jpp Z tai ll e pcZ taill e p Salianetal2009b
Gavage doses a 75 jpp doses a 75 jpp
A 125 jpp: A 125 jpp:
Z T, E, LH Y poids ®p
F1 prostate

g poi ds ®pi Zmotilité et compte
prostate spermatique

Z poids v®sZ expressi
séminale dans F2 2 doses) e
Z motil it ® (évaluerparlHC)

spermatique
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Effets Effets

Mode de Traitement Période Période _ _ )
_ multigénérationnels  transgénérationnels Références
traitement (eg/ kcddbexpoddobser
(F1etF2) (F3)
Z expressic
dose) et EF
par IHC)
y expressic
doses (F1)
Rat Holtzmari BPA 1.2,2.4 12 jpc2ljpp 125 jpp € 1.2 59/ k¢Z expr esliai Salanetal, 2009
Gavage y e XxipnrGRER S 1.2 ¢eg/ kgl
dans les spermatidese §y e x p r e slsai
élongation 24¢ gl kgl jr
y expressi
Aux deux doses
Aux deux doses y expressi
Z expreslsi (Z expressi
Z expressicy expres-$i
Yy expr es-§i ¢dans spermatides en
dans spermatiden élongation et en
formation ¢formati on
F2
Souris CD117 BPA 05,50 7ijpcala 6, 60 jpp Pas étudié Z motil it ® Shietal, 2019
Pipette naissance spermatique a@®jpp

et aux 2 doses
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Effets Effets
multigénérationnels  transgénérationnels Références
(F1 et F2) (F3)
Z T dans s
jpp et forte dose

Mode de Traitement Période Période
traitement (eg/ kcddbexpoddobser

jpc : jour postcoitum; jpp: jour postpartum; DES diéthylstilbesrol; BPA : bisphéwl A; IHC, immunohistochimie; T testostérone; Eestradiol;

FSH : follicule stimulating hormone; LHuteinizing hormon
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lIl. REPROGRAMMATION EPIGENETIQUE DANS LES CELLULES GERMINALES
MALES

Le mot ®pig®n®ti que fait r@dul@ntletracseaiptiondes@eness e mb |
sans changer | a s®quence nucso®cohnust lagnétieylatbre | 6 Al
de | 6ADN (5mC), | es modi f i-codantsincluatled misthRNS st on e
(miRNA), les petits ARNs intéérents (siRNA, small interfering RNAs), les ARNSs interagissant

avec Piwi (piRNA, piwdinteracting RNA) et les longs ARN naodants (IncRNAs, long nen

coding RNAs)(Kim et al., 2008; Wu et al., 2015)

La reprogrammation épigénétique est un phénomene consaxdéeshmammifereMorgan et

al., 2005)et est caractériséepa une perte sui Vi déun regain d
méthylation de novod e | 6(Bdbthine & Fisher2013) Cette reprogrammation serait
accompagneée par un remodelage de la chromatine a travers des variations de modifications des
histones(revu dans Ly et al.,, 2015) Le cadre de <cette th se soi
m®t hyl ati on de | 6 ADN, a u Kk le heo entré ices artécamismes d e s

epigénétiques lors de la repragpimation épigénétique.
11 .1 M®t hyl ation de | 6 ADN

La m®t hyl ation de | 6ADN consiste en | 6ajout d
cytosine (5mC) et est un facteur épigénétiqusemtsel pour le développement chez les
mammiféregSmith & Meissner 2013; Zhu et al., 2018) En ef f et , |l a m®t hyl a
i mpliqu®e dans plusieurs processusgéoiguellaul ai r €
stabilisation du génome et la répression deotrémsposongLi & Zhang, 2014; Smith &

Meissner, 2013)La méthyht i on de | 6 ADN peut i nhi2t®Bla | 6exp
5mC est le plus souvent retrouvée au niveau deaaéotides CpG (cytosinguanine) mais peut

étre présente dans des contextes@p@ (ex: CpA CpT ou CpCjPatil et al., 2014)La majorité

des CpG (7880%) présents dans les cellules somatiques des mammiféres sont méthydées

Zhang 2014)Dans le génome, les régions fortement méthylées sont les séquences répétées (ex
transposons et centroméres) et le cogsgenes qui sont fortement exprimés. Les régions denses

en (oGs (~ 5062000 bp)appelées ilots de CpG (CGls, CpG islands) généralement retrouvées

dans les régions promotrices des gesmasouventdéméthylée¢Cross & Bird, 1995; Deaton &
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Bird,2011) La m®t hyl ati on de | 0 ADHNvisersdellulairajouara r act

un r*l e important dans | e maintien de | 0ident

Le m®t hyl ome, est reprogramm® depakdefvaguessdeau c o0
déméthylation et reméthylation. La premiéere reprogrammation a lieu du@e mbr yogen s e
le zygote, tandis que la deuxiéme vague se produit dans les cellules germinales pendant le

d®vel oppement p®ri natal. Ce processus per met
somatiques dans les CGPs, de rétablir les emprgiatese nt al es, dbéassurer | a
doef facer do®ve WWhiteetlal, 8046; Zpg &Chdn,a201@ans on projet

de th se, je mdédint®resse ~ | a germigplesaledcqpiar epr og

particulierement été bien étudiée chez la souris.

Ladén& hyl ati on de | 6ADN des CGPs se produit | or
vers les crétes génitales pendant que les CGPs proliferent activement et se déroulent en deux
phases. La premiére phase débute chez la souris a environ 8.5 jaotrésuline perte quasi totale

de | a m®t hyl ation de | 6ADN dans presqgue toute
passive ° cause de | 6absence de facteurs i mpa
[Figure 14 et 15] qui sont exclus doyau (Kagiwada et al., 2013Ainsi, au fur et anesure que

les cellules proliferent, la méthylation se perd par dilution. La seconde phase a lieu de 9.5 jpc a
13.5 jpc et touche des régions spécifiques du génome tels que les génes a empreintes parentales ou
des genes spécifiques a la lignée germinal@gulant la méios@Hackett et al.2013; Yamaguchi

et al., 2013)La déméthylation active est responsable du retrait de la méthylation dans ces régions
qgui sont prot®g®s de | a d®m®t hyl ati on passive
TET2 de la famille TET (teeleven traslocation) dioxygénase qui oxyde la 5mC en 5hmC (5
hydroxymethylcytosine). La 5hmC est ensuite éliminée de maniére passive. La 5hmC peut étre
successivement oxydé pour donnerHfainylcytosine (5fC) et la&arboxylcytosine (5caC) qui

peuvent étre rematés par la base cytosine via la voie des ADN glycosylases (TGD) et du systeme

de réparation par excision de base (BHERse excision repair) [Figure 1f{ose et al.2013)
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Regulatory region
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DMMTEB
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000 OO0 00000 00 O 00 O
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¢ Metrylated CpG
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Figure 14: Machineri e
m®t hyl transf ®r ases

de

( DNMTs) et du

| a (A)Reshdymaiads ides rprot@élines desd ADN .
facteur Uhrf:

protéines de souris). (B) Lee novdDNMTs (Dnmt3a, Dnmt3bteDnmt3c) en complexe avec le
facteur Dnmt3l méthyle les sites CpG nméthylés pour établir les patrons de méthylation. La
meéthyltransférase de maintien Dnmtl en complexe avec le facteur Uhrfl méthyle les sites CpG

hémiméthylésac ha q u e
tirée de Zeng & Chen, 20109.
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A Regulatory region Catalylic domain

T p— COHEET- 2
TET2 1812
o I — -

B Passive dilution

NH, NH, NH, OH NH, D NH, D
e s Vs =
DM, TET TET TET:
‘#\rlq s OJ\T Sf#\r;‘ : dJ\‘rlq : DJ\'|
c smGC 5fC scaC

ShmG

TG G
Base excigion repair (BER)
Active demethylstion

Figure 15: Protéines TET (Tene |l even transl ocation) et .voies
(A) Les domaines des protéines TETs (TET1, TET2 et TE®B) sontrés (les taillésombres
déacides amin®s r®f rent aux prot® nes de soul
de | 6 ADN e n o xmetthycytdsine) em Shn@ @ydroxXymethylcytosine) qui peut

ensuite étre oxydé en 5fC-{érmyicytosine) et 5caC (Barboxylcytosine). La 5fC et 5caC

peuvent étre excisées par une ADN glycosylase (TDmine DNA glyosylase). Le site résiduel

abasique peut étre réparé par le systeme de réparation par excision de baskad@Eekcision
repair)pour compléter la démétlation active. Figure tirée de Zeng & Chen, 2019.

Au début de mon travail de doctorat, seule une étude décrivait la dynamique de la méthylation de

| 6 ADN pendant | e d®vel oppement ontfahatya Ipar c he z
immurofluorescence lesniveau de 5 mC et ses formes oxyd®es da
gue | 6ADN des gonocyt(Boseetd. 201 RaeigRds btydes®m étlidié 1 4 . 5 |
l a dynamique de | a m®t hyl it aheddGkounalaztbe,d ans |
2015; Guo et al.,, 2015, 2017; Messerschmidt et al., 2034) et al.(2015) en utilisant &
technique dbéanal yse ¢lwhdleagenemedisulfitem&tuencihgd suredes( WG B
CGPs humain isol ®s de testicules ©g®s SG4 ~ S

complétée vers SG101.

La rem®t hyl at i on d »mnde dovaiEblutexgusd43 jp® ehezte® solriyg mates

pendant qgue | es gonocytes sont en quiescence
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chez lafemelléLy et al., 2015; Zeng & Chen, 201®)ne grande portion du génome est reméthylé

entre 1417 jpc incluant les génes a empreintes telsHL@/1gf2 et Rasgrf1(Davis et al., 2000;

Iwahashi et al., 2007; Li et al., 2004k niveau de méthylation du génome atté&d®o vers 16.5

j pc et continue dobéaugment elKobgyastsefal. @lBRuslquesd e d e
régions associées a des rétrotranspos@ns rs o0 n t rem®t hyl ®es5jgpudentr
(Kobayashi et al., 2013; Lytal., 2015) Chez le rat, la seule donnée disponible suggere que le
méthylome serait rétabli a partir de 1285 jpc chez le rat [Figure 1@Rose et al., 2014Ce
processus nda paace®cos® ®h®z bl @dnnéesaisponiblea i s | ¢
suggerent que la reméthylation débute vers S@kauntela et al., 2015; vavleyenn & Relik,

2015) D6 u n p wemmétanistique, la méthylatiate novoest assurée par les enzymes de la

famille des DNMTs (DNA methyltransferases) soit DNMT3 b et L (nda pa
catalytique) [Figure 14] <catalysant -allebogyy out d.
methionine)(Monk, 2015) Des études faites chez la sourisomd nt r ® que | denzyme
associee a Dnmt3l, est responsable de la méthylation de novo dansék digs germinales
(Bourcbéhis et al ., 2001; .HRédemmesttuneaaduvelle DRNITO 2 ; K
a été decokerte chez la souris, la DNMT3c. Cette enzyme est responsable de la méthylation des
promoteurs des tédtransposons dans la lignée germinale chez la souris et e$squuigl la

fertilité puisqueles souris double mutants pddnmt3cqui sont stérile¢Barau et al., 2016)

L6i mpor tdanowNMdasea£témis en évidence grace a des modeles de souris knockout.

Les sourisDnmt3aKO meurent un mois aprés la naissance tandis que les fanm$3bKO

meurent au stade embryonnaire apres 12.5 jpc et les souris KO pour les deux meurent durant les
premigs stades emmponnaire§Okanoetal., 1999) Bi en que | 6enzyme Dnmt 3
catalytique, elle est impt@ante pourd méthylation de certains loci dans les cellules germinales

(Niles et al., 2013, 2011; Vlachogiannis et al., 20df5p spermatogenegkea Salle et al., 2007;
Vlachogiannis et al., 2015)es souri©Onmt3IKOs o u f f zoospeérmigledai son doéun bl

de progression de la méiose lors de la transition leptaggmtengHata etal., 2006)
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Figure 16: Dynami que de m®t hyl ation de | 6ADN et de

d®vel oppement p®rinatal des cell ul ekenyeau mi nal
de m®t hyl ati on de | 6 ADNMNenane Bidulftte seqReneng MWVGBS)e par
(souri s, humai n) ou i mmunofluorescence (rat)

étudiées par immunomarquage ou immunoprécipitation de la chrensativie de séquencage
(ChlP-seq. Souris: noir, Rat: rouge Humain: bleu (1) Abeet al, 2011; (2) Almstrupet al,
2010; (3) Cantonet al, 2012; (4) Gkountelat al, 2015; (5) Roset al, 2014, (6) Tangt al,
2015; (7) Tanget al, 2016; (8) vo Meyenn & Reik, 2015; (9) Reznét al, 2018.

[11.2 Modificatio ns posttraductionnelles des histones

Les histones, ces prot®i nes servant ~ | a comp:

des modifications podtaductionnelles (PTMsposttranslational modifications) dans les régions
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N et Gterminale(Huang et al., @15, 2014) Ces derniéres peuvent étre retrouvées sur lesequatr

types doéhistones formant | e nucl ®osome soit H
H1. Sept acides amin®s peuvent °tre modifi ®s
thréonire ( T) , |l 6histidine (He, (Y8 ¢@glaut droatce i 0B) d
déhi stones, ces enzymes sp®ci fi (arlbesg&Maltag!| ysan
2018;Gillette & Hill, 2015). Jusqud”™ pr ®sent, 2toaductpmellesod e mo d
®t ® document ®es incluant | a m®thylation (K et

(Huang et al.2015; Zhao & Garcia, 2015)

Les PTMs jouent undte important dans régulation de la transcription des g@esnister et

Kouzarides 2011)En ef f et , | 6ensemble des PTMs <consti:
modification ou une combinaison de plusieurs modifications a un état particulier de la chromatine
(Carlberg & Molnar, 2018; Shahid et al., 202Bar exemple, latm®t hy |l at i om3 de | Ot
sur le résidu lysine 36 (H3K36me3) est associéeta®! ongati on de | a trans
marque H3K9me3 est associée a la répression transcriptio(Releet al., 2000; Zhang et al.,

2002. H3K4me3 et H3K27me3 sont respectivement aseosié ©~ | 6acti vati on et

g nes. Toutefois, ces ma r q doealisentsdamstles begiong | ent
promotrices 0% un changement doéenr itecsdoii ens e me nt
| 6activati on ou IriptionrreBgectieseatiesan & &age, P0a4; lti elan s ¢
2018) Les PTMs r®gul ent | 6expression des g ne.
modi fications dohi stones peuvent directement
compaction qduei Ir6®gDUN ecel a tr anscr acpes desfactedri® s g
transcr i prevudans LawrengefeDalN, 2016)6 est | e cas, par exemp
de | 6histone H4 sur |l a lysine 16 ( H&Hdgdac) qu
Knaak etal.,2006) D6 autr e p aredinuespa des froleMeas agpeldetadars

qui vontaffecter la structure de la chromatine ou recruter des protéines effectrices impliquées dans

la machinerie transcriptionnel(8trahl & Allis, 2000; Yun et al., 2011)

Dans |l es cellul es ger mi nal es, |l es ni veaux d
parall | ement avec |l a m®thylation de | 6ADN du
Cette dynamique desmédi cat i ons des hi st onezlenmtpcartoptass enc

les études ont été faites chez la sofresvu dans Ly et al.,, 2015Pendant la phase de
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d®m®t hyl ati on de | 6ADN des CGPs de souri s, [
H3K9me2 de 7.5 jpc ° 9.5 jJpc dans | e(Abecty au de
al., 2011; Hajkova et al., 2008; Seki et al., 2007, 20@#ci serait probablement di a la réduction

du niveau doexpression | o0-enkegmerm®ehpll)raansta®
cette marge(Seki et al., 2007; Tachibana et al., 20038s autres marqueanant dans les CGPs

sont les marques répressives 23ke3, H2R3me2 et H4R3Me2 qui augmentent de 8.25 jpc a

10.5 jpc(Ancelin et al., 2006; Hajkova et al., 2008; Kim et al., 20Mdrselli et al.,(2015)
utilisent | 6i mmun o p rsivieidpseduengage (ChEeq)lpaur étutiier la mat i n
marque active H3K36me3 dans les gonocytes purifiés de souris a 13.5 et 16.5 jpc. Ces derniers
montrent que H3K3®ie3 est présent a 13.5 jpc.

Quel ques donn®es tir®es doeEtiutdeeusx fdae tseosu reins un
changements des marques doéhistones pdnaant | a
de | 6ADN [ Figure 16]. Par i (B00Q) noterft unugaim @dedac e n c e,
marque répressive H3K9me3 dales gonocytes de souris entre 13.5 jpc et 15.5 jpc qui se

mai ntient jusqud”™ 19.5)jpc ce qui (2e18)tEneffetnf i r m®
cesdemi ers ont ®tudi ® | a dynamique de sept modi
dans | es gonocytes mOGles de 11. 5, 13.5, 15.5
ete faite sur les quantifications, les résultats de leur étude révglensix des sept marques

étudiées varient dans le noyau des gonocytes dans la fenétre de développement étudiée. Plus en
détails, les marques H3K4me3 et H3K9me3 augnmédie maniere conture dans les gonocytes

entre 13.5 et 17.5 jpc. H3K27me3, H3K79me3HBK79me3 ont une méme dynamique ou le
niveauaugmetee nt re 13.5 et 15.5 jpc et se maintient
légerement a 15.5 jpc puis diminue a 17.5 jpc. Aisslon leur étude il y aurait un gain des

marques actives (H3K9Ac 3K4me3, H3K79me2, H3K79me3) et des marques répressives
(H3K27me3, H3K9me3) dans le noyau des gonocytes de 13.5 jpc a 15.5 jpc coincidant avec le
d®but de | a rem®t hy lustsuggerent due led vartivhs. de marguies a u t ¢
déhi st one svapgruRec ddee nrte m@at (Alyeletaak, 20A) de | 6 ADN

Quelgues études ont démontré par immunofluorescence ou immunohmstodue les
modi fications doéhi st onemique dansiles cdllules gesninales due ma |
testicule fital humai n p e(Alhstruptet all, 2010¢ Gkguatéleoep p e me
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al., 2015, 2013; Guo et al., 2015; Reznik et al. 820kang et al., 2015Pans le noyau des CGPs
(SG7.5105)ilya une perte de | a marque H3K9me2 prob
Prdm14 dans le noyau. H3K9me2 est ensuite détecté dans les germinales plus tard dans le
développement (SGi24) (Gkountela etl., 2015; Tang et al., 2013)3K9me3 est aussi présent

dans les germinales de SG7 a SG19.5 et serait nécessaire pour la répression et le maintien de
 6int ®gri t® de dt0iht®u t®Irvwe hd @amatli e geommi nal es
hypoméhylé (Gkountela et al., 2015; Guo et al., 2015; Tang et 8lL52vonMeyenn & Reik,

2015) Toutefois, Reznilet al, (Reznik et al., 2018nontrent en utilisant le modéle de xénofgef

gue H3K9me3 sont présent dans les germinales de xénogreffes agés de SG16 + 5 semaines
(equivalent & SG21) mais que le niveau de marquage augmente dans les germinales de testicules
plus &és (SG17 + 8 semaines ou SG16 + 16 semaines). Les auteurs suggereiBK9me3

serait impliqgué dans la répression des transposons. Une autre marque répressive qui varie est
H3K27me3, elle détectée dans les CGPs a SG4 puis diminue pour atteindre destrégdaas a
SG11(Gkountela et al., 2013; g et al., 2016, 2015AImstrup et ses collaborateu{2010)
montrent que H3K27me3 nbdest pas pr ®sen2d). dans
Concernah les marques activent, H3K9ac est abondant dans les germina@®laaisi que

H3K4mel a SG24 bien que cet histone soit localisé dans le cytoplagiioustrup et al., 2010)

H3K4me2 et H3K4me3 sont abondant dans le noyau des germinales a SG21 maisamtiquem

dans 20% des germinales tota{@émstrup et al., 2010) Ce c i sugg re quodi l y

hétérogenel e gonocytes dans | e testicule fital h ume

Léensembl e de ceess ddoinfnf@GRerse nrc@vs Ideentdydnami que d

dans | es germinales entre | a souris et | 6huma
la marque H3K2mhe3 et une perte de H3K9me2 dans les CBRgova et al., 2008; Seki et al.,
2005t andi s que chez | 6humain il y a une perte

la migration de CGPs le marqueur H3K9ac est moins abondant dans les gonocytes chez la souris
tand s qudi l persiste chez | 6humai n. Ceci sugg |
facteurs ®pi g®n®t i qu&lmseup etrale 2010aKriteoserret a., 3Lt | 6 hu

11 .2.1 Mod |l es de souris invalid®s pou

Ledévé oppement de mod | es de souris invalid®es

retrait des modi fications doéhi st onesdafattilitdbni s e n
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masculinglGodmann et al., 2017; Wang etal., 2019)En ef f et , | 6absesnce de
spermatocytes est associée a un arrét de la méiose dans les souris KO (spécifique aux germinales)
pour les H3K27 méthyltransférageshletEzh2(Mu et d., 2017) Une étude récente utilisant des

souris invalidés spécifiguement danes germinales pourSetd2 une H3K36me3
méthyltransférase, montrent une perte de cette marque dans les spermatocytes pachytene et les
spermatides rondes, des défautsde&otmi on de | 6acr os dueeta. t2018)e sper
Léabsence de <cette nmssionqde @lusiaustgenes impiduéds dans la | 6 e x
régulation de la spermiogénése incluanpl(transition nuclear protein 1) Brm1 (protamine 1)

impliqué dans la condensation tke chromatine dans les spermatides. Okada et(2010)
montrent ®gal ement que | dtéréepanelsssousdm3ddGquic es de
sont infertiles en raison de défautsdecondensa n de | a chromatine. Lbéab
un enrichissement des marques répressives H3K9me1/2 dans les promoteurs de ces genes inhibant
ainsi leur expressiofOkada et al., 2010)Ces données suggerent que H3K36me3 et H3K9me1/2
sont i mpliqu®s To@EetBrml 6expression de

Liuetal.,(20155mont r ent g ulkdm3hareadtra H3K3mel/2dlémgtase, réduit la

fertilité des souris males associée a la baisse du pourcentagerdetozoides matures et de leur

motilité. Toutefois, les auteurs ne notent pas de changement global de niveau de méthylation de
H3K9 dans les testicules de souris KO. Ains | 6i nval i dati on des d®&m®t t

induirait des problemes derfides dans les souris males en raison de défauts de spermatogenese.

Des anomalies de d®vel oppement des ger minal es
des marques dbébhistones peuvent °tre ohwerv®s
de Lambrot et al.(2015) Ces derniers montrent que la persistance de H3K4me2 altére

| 6expression des g nes dans | es sper mdmlagoni e
(H3K4mel/2 déméthylase) spécifiquement dans les cellules germinalestr&nesisouris KO

sont infertiles ~ cause -eerouvkllament@es getlules souchesl e | 3
spermatogoniales (CSS), des défauts de différenciation des spemiedogbun échec de la

meéiose. Les auteurs suggerent que Kdmla jou@leans la régulation des genes impliqués dans

la différenciation des CSS et la spermatogerfeambrot et al., 2015)Une autre étude faisant

recours a de souris KO poletdbl(H3K9me méthyltransférase) spégiiiement dans les

germinales, mets en évidence le réle de la marque répressive H3K9me3 dans la répression
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transcriptionnelle des rétrotransposons dans les germinales de souris a #i8r& |Jpaniveau de

m®t hyl ati on de [(LauAtRaN?20843 t L & a b [Sddiblendul ind baisse du

nombre de gonocytes a 13.5 jpc, une atroghees gonades per si s(tikeent | us
al.,, 2014) Ceci est a créactivapoa gles@rétralrédnsposens tels que ERVs
(endogenous retroviruses), IAPs (intracisternal A particle), ETn (early transposon) et LINE1 (Long
Interspersed Nuclear Elements) dansgeshnocyt es ~ 13.5 jpc en rai s
H3K9me3 et de HR27me3 dont la déposition dépendrait partiellement de Setdb1l ou H3K9me3.

De plus, |l es auteurs montrent des alt®rations
et LINE1 déplétése n H3 K9 me 3. Ceci sugg re un | ien en
m®t hyl at i o(lnuetat, 2014) AD N

11 .3 I nteraction entrle sl anond®tfh yclaatiionms de h
Compte tenu du |lien ®troit entre | 6ADN et | es
dans | a r®gul ati on t r an ssarprénant de goir une didploniedeate g n

ces deux mécanismes epigénésjuine des premieres interactions a étre décrite est entre la 5mC
et la méthylation sur H3K9 dans le champignNeurospora crassao %2 | 6 abl at i on
meéthyltransférase Dim5 résulte ene@ perte t ot al e de (Atamayor@®t hy |l a

Selker, 2013; Tamaru & Selker, 200Q0ette interaction est plus complexe dans les cellules de

mammiféres ou la 5mCte | a m®t hyl ati on de H3K9 sont ass
partc ul i r ement d a n Bedtob&h GB o®urroccohhriotmma B héeAd g e de s

Suv39h1/Suv39h2 catalysdattri-méthylation sur H3K9 (H3K9me3) aboutit a une réduction de

|l a m®t hyl ati on de | 6ADN dans | es s®quences r ®
a une perte totale defanC(Lehnertz etal.,,2003pd6un point de vue m®cani
gui r®gul ent | a m®t hyl ation de H3K9 peuvent s
meéthylant H3K9 interagit directementavec Dnmtlpentda | a r ®p | | (Esdéveiepah, de |
2006) et est requis pour la méthylatia® novodes rétrotransposons dans les cellules sauche
embryonnairegDong et al., 2008)Setdb1l interagit avec Dnmt3a pour inactiver des genes ciblés

en ajoutant la marque H3K9me3 sur les promoteurs méthylés de ceqlgestesl., 2006) La

relation entre une autre marque répregse |, H3K27me3, et |l a m®t hyl a
synergique ou antagoniste. Dans les cellules souches embryonnaires KO pBumits{®nmtl,

3a et 3b) dépourvues de 5mC, le nivdauH3K27me3 est réduit dans des section du génome ou
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cette marque esiormalementortementenrichie(Brinkman et al., 2012De plus, H3K27me3 et

5mC sont abondant dans le chromosome X ina¢®adupa & Heard, 2015) Ldédenr i chi ssen
H3K27me3 a certaines ré&gis méthylées du génome serait dd a une ligation de PCR2 (complexe
caalysant H3K27me3) de maniere préférentielle aux séquences riches en CG et CpG méthylés
(Wang et al., 2017)Cependant, H3K27me3 et la 5mC sont mutuellement exclusif dans les ilots

CpG. Une perturbationed | a m®t hyl ati on de | 6ADN m ne ~ | &
CpG précédemment méthylé@rinkman et al., 2012; Holoch & Margueron, 201 ligation

de PRC2 particuliéerement dans les régions génomiques méthylées expliquerait ces
observationgHoloch & Margueron, 2017)

Lesmarquest 6hi st ones actives sont ®gal emedte sas sloec i
de H3 K36 me3 qgui est abondant dans |l e corps
m®t hyl transf ® ase Setd2 recr ut @Dapie & Stlald, ARN p ¢
2017; Wagner & Carpenter, 2P). La 5mC est présente dans le corps des genes activement
transcris et enrichi en H3K36me®all etal.,2009) La m®t hyl ati on de | 6 AL
riches en H3K36me3 seraitédiée par Dnmt3b qui interagit avec cette marque via son domaine
PWWP (Baubec et al., 2015; Neri et al., 201Fh revanche, la@&t hy | at i on de | 6 ADN
des régions du génome riches en H3K4me2 et H3K4me3 telles que les promoteurs actifs
(Meissner et al., 2@) Zhang etal.,2009) Le m®cani sme expllefatguewent co6e
le domaine ADD (ATRXDNMT3-DNMT3L) des Dnmt3 [Figure 14] ne peut pas se liguer a la
gueue de | Oobtrim®tomel ®G3swdi | a | ysi ne datalytBue ef f et
des Dnmt3 dépend de leur ligation a H3K4 sans modifiesities Dnmt3 associées a H3K4me2/3

sont catalytiguement inactitGowher & Jeltsch, 2018; Jeltsch et al., 2018; Jeltsch & Jurkowska,

2016)

11 .4 Action des x®nistrog nes sur |l a repr

Les ®tudes do engeusmontrantaue les perturbateuis endocriniens a caractéres
oestogéniques tel que le BPA peuvent induire des altérations épigénétiques dans le testicule et les
cellules germinales des animaux traités. En effet, Doshi ef28l11) observent une hyper
méthylation des régions promotriceskEfrl et Esr2dans lesdsticules de rats adultes traités de 1

5 jpp avec du BPA ° 400 eg/ kgl jr; une dose
ou NOAEL (No Observable Adverse Effect Level) qui est de 5 mg/K&§HFSA, 2007) Cette
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hyperm®t hy |l ati on est accompagn®e de | 6augment at
Dnmt3a et dmt3b (Doshi et al., 2011) Dans une étude ultérieure utilisant un protocole
expéimental idetique, la méme équipe rapporte une hypéthylation du géne a empreinte
paternelH19 mesurée par séquencage au bisulfite couplé a la PCR dans les spermatozoides des
males exposg®osh et al., 2013)Zhangetal(2013)n 6 obser vent paslatbd al t ®r e
desgénes a empreinté$l9, Igf2, Igf2r et Peg3dans les spermatozoides de souris traités au BPA
(20, 40 €9/ kgl jr) de 3 ° 21, 35 ou 49 jpp. L
pourraient étre causés par la différence entre lesdose® s p ®eu ahambéchni que ¢
utilisée.

Seules quelgues ®tudes ®valuent l es effets d
AbdelMaksoud et ses collegug2015) rapportent des niveauxledés de méthylation et
dohydm@txhyy | at i o3hm@) dand lgs fefidules de rats adultes exposderoau

BPA (25 egRKg/jpr) dank2 |l es travaux doébune autr
de trois genes impliqués dans la méthglatile H3K4 chez les souris agés 12 jpp et exposes

utero (12 jpc a la naissancé€phi et al., 2018)Les transcrits dSetdblet Kmt2esont diminués

dans | es testi culgkdjrdeBPAtand®guenat2ba c g e Bt et ™ 20 € ¢ ¢
de BPA comparativement aux testicules des tém@hset al., 2018)Il aurait été intéressant de

déterminer si ces altérations observées dans le testicule entier sont également présentes dans les

cellules germinales purifi ®es. Ces (fetsrdm ®es s
traitement sur | 6®pi g®nome directement sur | e
L6i mpact direct doéune exposition ° des Xx®noes

®pi g®n®tique sur | 60®pPi g®Nnome des ftekullk &®s dfes
l es cellules germinales au stade fi1tal ai nsi
pour faire | es analyses n®cessaires rendent |
| 6on f ait en ut pektiogerqud le BPAgahet al. 20161 Zlasg®@t al., 2012)

Zhanget al (2012)traitent des souris gestantes de 0.5 a 12.5 jpc avec différentes doses de BPA
(40, 80 ou 160 €9/ k gMACS (Magmeticactvated sall Isatimg) legp a r m
gonocytes a 12.5 jpc pour évaluer les effets du traitementmdtheg/lation des géneésempreintes

par séguencage au bisulfite. Le traitement induit une -hy@thylation des gendgf2r, H19 et

Peg3aux doses 40 et 80 e€g9g/kg/jr sugg®rant que |
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lors de la phase de déméthyla o n  d e | GeérdDdbbserventeagssi ane augmentation de

| 6 expr Esldans les gdndcytes suggérant que les effets observés sur le méthylome des
germinales passeraient par (Zhangetali 2012Wjlmaletai gnal i
(2015) exposent des souris au BPA (0.2 mg/kg/jr) a deux périodes différette8.512.5 jpc

pendant la phase de déméthylation et entre 1@.5jpc pendant la période de méthylati@movo

lls utilisent des souris transgéniques expritrlanGFP dans les geinales ce qui leur permet

déi soler et de purifier des gonocytes apr s ¢
m®t hyl ati on de-chipmeihNategp @pG islsiid Refovery assay on chip). Les
résultats de leurtéde montrentque letai t e ment au BPA nbéaffecte pas
a empreintes dans les gonocytes exposés dé285jpc. De plus, le traitement a un effet
négligeable sur la méthylatiode novo car i néy a un nombr e
différentiellement mihylés ayant une différence de méthylation de 5% ou plus entre le groupe

traité et le groupe témolftigbal et al., 2015)Les auteurs concluent que le BPAp®sturbe pas la

méthytation de novades gonocytes de souris traités.

Léensemble des r®sultats de ces ®tudes indiqu
germinales fitales peut °tre alt®r® par |l es
disponibles actuelee nt sur | 6i mpact déun x®nistrog ne ¢
proviennent do6é®tudes r®alis®es en ut((Kdipersant |
etal,1998et pouvant se |lier ° des r®cepteurs autr
l es Liver X receptor s (RouilehFabreeth 2016)tlserajt HodkdRU et
pertinent do®tudier | daction doéun compgoes ® oes

des gonocytes particulierement pendant la phase de méthydltioovo car les marques de
méthylation acquises durant cette phaget maintenues tout au long de la lignée des cellules
germinaleyWu et al.,, 2015) Cbéest <ce qui fera, entre autres

these.
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IV. PROBLEMATI QUE ET OBJECTIFS

€ la suite de |l a revue de | itt®rature prs®sent
endocriniens (PE) pendant |l e d®vel oppement fi
reproducteur mOl e lactrtorshidig ouda baisSehdy mpEes@ednata e qui

sont des symptdmes du syndrome de dysgénésie testiculaBg (J&3 données épidémiologiques

et exp®ri mental es s umguieror elgs tPE & caacienes oestrngerogqeest i o r
(xénoestrogges) alt re | e d®vel oppement et | es fonc
déun ou de pl usiTeluS.s Geysmpetfifneetss dd ®1 ®t res peuv
voire étre transmis aux géneérations suivantes, possiblement via ceezisnées épigénétiques. En

effet, de récentes études expérimentales réalisées chez la souris rapportent des aftérations
méthylome des spermatozoides chez des males expasi&soaux ®ni st r og ne, bi sj
Etant donné que le méthylome spermatozoide chez la souris est établgrande partipendant

|l e d®vel oppement fital des gnmatoe §pigendtigueesr s d e
données suggerent que cette fenétre de la reprogrammation peut étre ciblée par les xénoestrogenes.
Cependant, les effets directs des xénoestrogenes sur la reprogrammation épigénétique des
gonocytes sont encore trés peu connusstlidonc nécessaire de déterminer ces effets mais aussi

l e(s) m®cani sme(s) i mpl i qu®( s) .anilMablasatqpiesb pos on

| 6esp ce de choix pour des ®tudes toxicologigq

Ainsi, ce projet de doctorat repose sur deux hygsetl 1) la machinerie de la reprogrammation
épigénétique dans les gonocytes males peut étre ciblée par les xénoestrogdnescudture
organotypique des testicules fitaux de rat pet
les gonocytes atinsi serait donc un bon modeéle pour étudier les effets desixénbr og nes s
ce processus. Nos objectifs spécifiques derdf) caractériser la reprogrammation épigénétique et

ses acteurs dans les cellules germinales males de rat pendant le dévelopgenaeal, 2) valider

gue le modéle de la culture organotypique récapitule la cinétiqugo de la reméthylation de

| 6APN des marques dobéhistones, 3) ®valuer | es
sur la reprogrammation épigénétiquamd les gonocytes males en utilisant le modele de culture

organotypique.

Le premier objectif établira la cinétique de reméhyli on de | 6 ADN ai nsi gue

guel ques modi fications doéhistones dansdul es g
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testicule deat. Une analysd es ni veaux doexpression des ARNM
épigénétiques danes gonocyte purifiés a différents stades de développement permettra de

déterminer les enzymes responsables des dynamiques observées.

Le deuxiéme objectif visera a déterminer si la culture organotypique peut étre utilisée comme
modelein vitro pour étudier la repragga mmat i on ®pi g®n®t i que. Les
explantés a différents ages et différentes conditions de cultures setées tfin de valider que

la cin®tigue de rem®t hyl ation de | 6ADN ai nsi

sélectionnéesont récapitulées dans le modeéle.

Final ement , |l e troisi me objectif viseuwa 7~ t
istrog nes, | 6®t hinyl estradiol, sur | e d®v e
particulierement sur laeprogrammation en utilisant la culture organotypique validé dans le

deuxi me objectif. LO6iIisol ati oan ddée®v aglewenri nsad ne si

l e m®t hyl ome et | 6expression des g nes des ce
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PARTIE 2 : RESULTATS

CHAPITRE I : DYNAMICS IN THE EXPRESSION OF EPIGENETIC MODIFIERS AND
HISTONE MODIFICATIONS IN PERINATAL RAT GERM CELLS DURING DE NOVO
DNA METHYLATION

Titre enfrancgais :Dynamique d'expression de modificateurs épigénétiques et de modifications
d'histone dankes cellules germinales périnatales de rat pendant la méthydatioovade I'ADN

Auteurs: Arlette Rwigemerg Rhizlane El omrCharal, Laetitia L. LecanteetGéraldine Delbés
Affiliations :
1INRS - Centre Armand Frappier Santé Biotechnologie, Laval, Quebec, Canada

Référence: Biology of reproduction, soumis & Septembr2020

Contributions des différents auteurs:

AR : Exéationdese x p®r i ences, analyse des donn®es et r
REC: Préparation des fractions de cellules germinales purifiées

LL : Exécution des expériences de gRCTR et analyse de ces données

GD : Conception du projet, analyse des donnéeéwdiond e | 6arti cl e

Mise en contexte du chapitre
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reprogrammation épigénétique.

Avant do°tre soumi s pour publicat i opardfichees tr a
lors de la journéele la recherchéu Centre de recherche dReproduction,Développement et
SantéIntergénérationnell@fCRDSI) a Québeclors du 12 symposium duRéseauQuébécois en
Reproduction (RQR& Montréaletlors du 52 symposium annuel de $ociété de Toxicologie du
CanadgqSTC)a Ottawa. Deux bourses de voyage octroyées par la STC et le Centre de Recherche
Interuniversitaire en Reproducti@h Développememhé ont per mi s de parti cig

Rwigemera A., Delbés G.Etude du remodage de la chromatine des cellules germinales males
et femelles pendant le développement périndtaCentre de recherche en Reproduction,
Développement et Santé Intergénérationnelle, journée de la recherche d(léektae 2018)

Rwigemera A., Delbés G.Chromatin remodeling in rat germ cells during perinatal development
" Réseau Québécois en Reproductioli s¥inposium annu€ll3-14 Nov. 2018)

Rwigemera A., Legault M., McGraw S., Delbes G." Characterisation of the epigenetic
reprogramming in pématal male rat germ cells and its sensitivity to ethinylestradiol " Société de

Toxicologie du Canada, 58ymposium annugP-4 Dec. 2019)

Résumé en francais

La reprogrammation épigénétiqgpendant le développement des cellules germinales pérmatale
est essentielle pour I'empreinte génomique et la différenciation cellulaire ; cependant, les acteurs
de cet événement clé et leur dynamique sont mal compris chez le rat. Notre étude visait a
caratériser les dynamiques d'expression des modificateuréréigues et les changements de
modifications d'histones dans les gonocytes de rat au moment de la méthidatmrade I'ADN.

En utilisant des rats transgéniques exprimant la GFP spécifiqudarentes cellules germinales,

nous avons purifié des gonaeg males par FACS a divers stades de développement périnatal et
établi le profil transcriptomique de 165 régulateurs épigénétiques. En utilisant

I'immunofluorescence sur des coupes de gonades, anans suivi six modifications d'histones
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dans les celluke germinales périnatales méales et femelles de rats au fil du temps, y compris la
méthylation de I'histone H3 sur les lysines 27, 9 et 4, l'ubiquitination de I'histone H2A sur la
lysinel19 et l'acgtation de I'histone H2B sur la lysine 20. Les résultatsévélé la dynamique

de l'expression des enzymes Tet et des ADN méthyltransférases dans les gonocytes males au
moment de la méthylation de I'ADde novo De plus, nos données transcriptomiquesdnent

une diminution de l'ubiquitination et de la méthidatdes histones coincidant avec le début de la
méthylationde novale I'ADN. Les diminutions de H2AK119Ub et H3K27me3 ont été confirmées

par immunofluorescence dans les cellules germinales males, mais n'étaient pas cohérentes pour
tous les sites de métkglon H3 examinés. Ensemble, nos données ont mis en évidence un
remodelage tmsitoire de la chromatine impliquant des modifications d'histones lors de la
méthylationde novode I'ADN. D'autres études portant sur la maniére dont ces changements
dynamiquesie PTMs des histones pourraient guider la méthylateonovade I'ADN aideroh a

expliquer le complexe processus de la mise en place de I'épigénome des cellules germinales méales.

.1 Abstract :

Epigenetic reprogramming during perinatal germ cell dgraeknt is essential for genomic
imprinting and cell differentiation; howevehe actors of this key event and their dynamics are
poorly understood in rats. Our study aimed to characterize the expression patterns of epigenetic
modifiers and the changes irstone modifications in rat gonocytes at the timel®ihovoDNA
methylation. Using transgenic rats expressing GFP specifically in germ cells, we purified male
gonocytes by FACS at various stages of perinatal development and established the transcriptomic
profile of 165epigenetic regulatoréJsing immunofluorescence gonad sections, we tracked six
histone modifications in rat male and female perinatal germ cells over time, including methylation
of Histone H3 on lysines 27, 9 and 4, ubiquitination of éfist H2A on lysine119 and acetylation

of Histone H2B on lysine 2(0’he results revealed the dynamics in the expression of Tet enzymes
and DNA methyltransferases in male gonocytes at the timdeohovoDNA methylation.
Moreover, our transcriptomic datadicate a decrease in histonkiquitination and methylation
coincidng with the beginning ofle hovoDNA methylation. Decreases in H2AK119Ub and

H3K27me3 were further confirmed by immunofluorescence in male germ cells but were not
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consistent for all H3 methgtion sites examined. Together, our data highlighted transient
chromatin remodeling involving histone modifications durdggnovaDNA methylation. Further
studies addressing how these dynamic changes in histone PTMs coulddguite/oDNA

methylation wil help explain the complex establishment of the male germ pigjlerome.

[.2 Introduction :

Epigenetic reprogramming is an important step of germ cell development. This reprogramming is
characterized by erasure of DNA methylation (5SmCyrmordial gem cells PGCs) that is
restored in mid gestation in gonocytes in males and after birth in growing oocytes in fdhales

It is required to erase the genomic imprinting of somatic cells (and any epimutations) and set
germlinespecific genomic imprinting2,3]. PGCsare the fetal precursors of gametes and are the
foundation of the germ line. These cells are found at the base of the allantois araud 7.5
gestational day&D) in mice, GD10 in rats and arouneb4veeks of gestation (GW4) in humans

[4]. From the allantois, the bipotential PGCs begin their migration to the gedgesrihrogh the
posterior part of the digestive tube while multiplying rapidly. When PGCs land in the genital ridges
around GD13.5 in rats, males PGCs are called gonocytes while female PGCs are called oogonia
[5,6]. During this migration, acte and pasive mechanisms demethylate the DNA: each round of
cell proliferation passively loses 5mC while televen translocation (TET) enzymes actively
remove additional 5m(7,8]. A recentstudy in mice suggested thhid step$ necessary for PGCs

to become gonocytes/oogon. Once in the genital ridges, rat oogonia continue to proliferate
and are called oocytes when they begin meiosis around GD17.5, while gonocytesgbeotihd

enter a quiescent phase from GD18.5 until pasal day 3 (PND3) when mitosis resumes and
differentiation into spermatogonia begir{§,10]. Around that time, gonocytes undergo
establishment of new DNA methylation markbis de novaDNA methylationis tightly regulated

and depends on the expression of specific enzymes called DNA methyl transferases (DNMTSs) that

add methyl groups to cytosine bases.

The timing ofde novoDNA methylation has been well described in mouse gonocytes, in which
acquisitionof genomewide DNA mehylation begins around GDL&D16. Most of the genome,
including imprinted genes, is remethylated between GBIL7 during the first wave of
remethylation, but a few regions including some retrotransposons resist that first wavdéyand on
get methylated frm GD17 to postnatal day 2 (PND2)L,12] Only a few studies have been done
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in human[13i 15], but one study of isolated human gonocytes using whole genome kesulph
sequencing has ggested thade novdDNA methylation begins around 19 weeks of gestdtiGh
when gonocytes are in mitotic arrgs}. In rat, only two studies using immunofluorescence and
pyrosequencing of thpaternally imprinted gend19 are available, showing that glolz# novo
methylation only begins around GD18D20[17,18] Rose et al. also described the changes of
the oxidized form of 5mC, the-Bydroxymethylcytosine (5hmC), which is detected in rat
gonocytes from GD14 to GBI17].

It was reported thate novaDNA methylationis accompanied by a remodeling of the chromatin

by a variety of histone modificatiofieviewed in 12] Pos-translational modifications (PTMs) of
histones occur mostly on the-tdrminal and @erminal regions of the histone tails. There are
several types of histone PTMs, such as methylation, acetylation, phosphorylationtjndiign,

etc. These modificatien ar e catalyzed by enzymes that ado
functional groupg19]. They confer a specific structure on the chromatin that ¢hareactivate

or repress gene trasrgption [20]. The chromatin environmedictated by histone PTMs can also
affect the capability of DNA methylation complexes to interact with their targets, as shown in
biochemical studief21,22] Few studies have investigated the dynamics of histone PTMs at the
time of DNA de novomethylation in male germ cells. @havailable data (in mice only) suggest

that de novoDNA methylation coincides with increased levels of Histone 3 trimethylation on
lysines 4, 9 and 27 (H3K4me3, H3K9me3 and H3K27r&R)25]. Asde novdDNA methylation

occurs only laterafter birth, during oocyte growt8], comparing sespecific histone PMs in
perinatal female oogonia/oocytes to male gonocytes could lead to identification of those that may

be involved in crosstalk witde novdDNA methylation.

Epigenetic reprogramming is thought to be a conserved event in mammals, but the specific timing
may vary between species. This reprogramming has been particularly well characterized in mouse
[reviewed in 212]; however, the events of this reprogramming and particularly the dynamics of
histone modification are poorly characterized in rat gonocytes due, in@é#ne thallenges in
getting purified fractions of fetal germ cells. Yet, the rat is an importatgnt model used in the

fields of pharmacology and toxicology and in which most studies about the impact of endocrine
disruptors chemicals on the male germliapigenome are done. In the present study, using

transgenic rats expressing GFP specificallygarm cells[26], we were able to purify male
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gonocytes at different stages of perinatal development and characterize the dynamics of expression
of chromatin remodeling enzymes duridhg novoDNA methylation. Furthermore, we described
the global level of 6 histone PTMs in male and female germ cellsigldhis window of

development.
|.3 Material and methods:
Animals

Transgenic Spragti@awley rats expressing germ calpecific GFP (GCEGFP)[26] were used

as previously describdd8]. Rats were housed on a 12L:12D cycle and were fed with commercial
food (Teklad global 8% protein, Envigo, Madison, WI) and tap waget libitum. All animal

studies were conducted in accordance with the guidelines set out by the Canadian Council of
Animal Care (CCAC) and as approved by the Institutional Animal Care and Use Committee at the
INRS (Protocol #18081). Two females were cagedtiivone male overnight and vaginal smears
were done the following day to identify spepusitive females. That day was counted as
gestational day 0.5 (GDO0.5). To acquire-prth germ cells, pregnant ratseve euthanized by

CO; asphyxiation and subsequergrvical dislocation at GD16.5 or 20.5. Fetuses were removed
from the uterus, and gonads were dissected under a binocular microscope; their sex was determined
by the morphology of the gonads. To acquiret4pish germ cells, natural birth occurred at
GD22.5 which was counted as PNDO. Neonates were killed by decapitation at PND3 or PND5 and
their gonads were immediately removed. Gonads collected at GD20.5 and PND5 and used for cell
sorting and further micraeay analysis came from control animals from pasate experiment in

which pregnant females were daily gavage from GD13 to GD19 with 0.5% dimethyl sulfoxide in

corn oil[27].
Germ cell purification

The use of GCEGFP rats enabled purification of germ cells by Fluorescent Activated Cell
Sorting (FACS). At each stage of sampling, explanted testes were poolédtepant processed

to obtain a testicular cell suspension used for cell sorting witRBheACSJazz (BD Biosciences,

San Jose, CA) at an event rate of ~2500/s, as previously dedddjedfter sorting, the GFP
positive cell fractions were was hnddounted.THe Hank

number of cells collected and purity per fraction (percentage offgeBtve cells) were calculated
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using a hemocytometer under a TiS fluorescent microscope (Nikon, Mississauga, Ontario,

Canada). Sorted cells were centrifuged, flash flozeand st ored at T80 AC un
RNA extraction

Cell pellets of 50,000 to /000 cells were thawed on ice fdrl® minutes prior to extracting

RNA using the Arcturus PicoPure RNA isolation kit (#KIT204, Thermo Fisher Scientific,-Saint
Laurent Quebec, Canada). Briefly, 100 pL of extraction buffer XB were added to cells and
incubaed for 30 minutes at 42 °C. After incubation, 100 pL of 70% ethanol were added and slowly

mi xed by pipetting. RNA was t hen gstriceoasrardd on
guantified using the NanoDrop One (Thermo Scientific, Wilmington, DE, UBANA samples

were stored &t80 °C until use.

Microarray

RNA quality was tested using a bioanalyzer and only samples with RNA integrity number (RIN)

> 8 were used énge from 8.29.8). Gene expression was assessed ubiagnicroarray GeneChip

Rat Gene 2.0 ST array (Thermo FisBerentific, SairtLaurent, Quebec, Cangda collaboration

with the Genome Quebec I nnovati on Cendationse , acc
Data nomalization and statistical analysis of differential expression were done using the
Transcriptomic Analysis Console (TAC) software provided by Thermo FiSwentific.

Parameters for selection of differentially expressed gene (DEG)setet fold chang@-C) = 2

and a false discovery rate adjusted a|l ue O 0. 05. Heat maps were (¢

available atvww.heatmapper.capplying aPearson correlation for distance measurerakimtg

with the aveage linkage method for clusterifg8]. Detailed genelustering was further done
using the Short Timseries Expression Miner (STEM) td@o].

gRT-PCR

250 ng total RNA were reverse transcribed (RT) using the gqScript cDNA SuperMix according to

the manufacturer instructions (Quanta BioSciences, Beverly, MA). Quantitative PCR was
perf or med accor digingtruttions usiptee ParieCtauSty BReGreen Seiperd/ix
(Quanta BioSciences, Beverly, MA) witha@2M pr i mer s and 2 ¢l c DNA t
Gene RG3000A (Corbett Research, Mortlake, Australia). Following a 3 mn denaturation phase at
95°C, PCR thermaycling parametey were: 95°C for 15 s, 60°C for 15 s, and 72°C for 20 s (45
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cycles). Predesigned primetime gPCR primers were obtained from Integrated DNA Technologies,

Inc. (IDT Coralville, lowa, USA) (Table 1). Serial dilutions of testicular RNA were used to make
standad curves and determine primers efficiency. Each sample from 4 biological replicates per

time point was run in duplicates. Positive (testicular RNA) and negaiix® template) controls

were added in each experiment. The relative expression for each geneavd t ai ned by t h
method[30] with normalization against two refer@n genesRpia and Gush from the same

sample and further normalized to the mean expressitreajene of interest at GD20.

Table 1: List of primers used for gPCR

Gene IDT primer Targeted

Gene name Symbol reference Transcript
Peptidylprolyl isomerase A Ppia | Rn.PT.39a.2221483! NM_017101
Glucuronidase beta Gusb | Rn.PT.58.37252396 NM_017015

DNA methyltransferase 3 alpha Dnmt3a| Rn.PT.58.33975277 NM_001003958

DNA methyltransferase 3 like Dnmt3l | Rn.PT.58.8022495| NM_001003964

XM_003753466
Tet methylcytosine dioxygenase 1 Tetl Rn.PT.58.13611606 XM_003753465
XM_003751959

Lysine methyltransferase 2A K'\r/rl}'ﬁa, Rn.PT.58.44772447 ém—gggggggg
Lysine demethylase 1B Kdmlb | Rn.PT.58.9427194| NM_001107343
E1A binding protein p300 Ep300 | Rn.PT.58.44100811 . <“-°70312

XM_001076610

Ubiquitin specific peptidase 11 Uspll | Rn.PT.58.7479167| NM_001008861

Immunofluorescence

Testes and ovaries sampled at GD16.5, 20.5 and PND3 were processed as previously described
[18]. Sections of testes or ovaries (5 e€m) from
same slide to allow fluorescence quantification comparison. As a reference foripatioral one

GD16 tedtk or ovary section from the same specimen was placed on each slide and used in all
staining. Immunofluorescence was done as previously describ8d Antibodies and

immunofluorescence conditions are listed in Table 2. Image capture and quantification was done
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as prewously described for thteste418] and extended to ovasgeFor postnatal ovaries, only
primordial follicles, identified by their morphology and their location on the section, as described
by [31], were used for fluorescence quantification.

Table 2: List of prim ary antibodies and conditions used for immunofluorescence

Primary antibody Species Reference Dilution Antigen retrieval
Anti-H3K4me2 Rabbit Cell Signaling 9726 1/500 Tris buffer pH 9*
Anti-H3K4me3 Rabbit Cell Signaling 9751 1/500 Tris buffer pH 9*
Anti-H3K9me2 Rabbit Millipore 07441 1/500 Tris buffer pH 9*
Anti-H3K27me3 Rabbit | Epigentek A4039025 1/500 Citrate buffer pH &
Anti-H2BK20ac Rabbit Cell Signaling 2571 1/100 Pepsine + HCI

Anti-H2ABK119Ub Rabbit Cell Signaling 1/100 Tris buffer pH9*

Anti-HSP90 Mouse BD 610419 1/200 Tris buffer pH 9*

*: tris 10mM, EDTA 1mM, tween20 0,05%, pH 9; #: citric acid 200mM, sodium citrate 100mM, pH 6.

Statistical analysis

All values are means £ SEM of 8 biological replicates correspding to different litters. For
transcriptomic data, statistical analyses were done using the TAC soffWaeeno Fisher
Scientific) applying Empirical Bayes (ebayes) statistics. GraphPad Prism 6 (GraphPad Software,
La Jola, CA, USA) was used for gRPCR and immunofluorescence quantification data that were

analyzedusingaongay ANOVA foll owed by Tukeyodés multipl

|.4 Results:
1. Transcriptomic profiling of maturing male rat gonocytes

Using transgenicats expressing GFP specifigaith germ cells, we were able to isolate and purify
male gonocytes by FACS. The average purity, evaluated by the percentage-jpbsii cells

in the sorted fractions, was always above 9@B16: 91.33 + 1.86 [n=4], GD2@4.67 + 3.93

[n=3] and PND5: 943 + 1.44 [n=3). Transcriptomic profiling was then done on RNA extracted
from GFRpositive cells, using the Rat Gene 2.0 ST array on which 610,400 probe sets are present
for an estimated 28,407 transcripts covered (medfa22 probes/transcript). To §ir test if the
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GFP-positive cell fractions were enriched in germ cells at all stages, we analyzed the expression
of known specific genes for germ cellSf(al, Ddx4, Dazl, Hsp90aal Oct4) and somatic cells

(Sox9 Gata4 Hsb3bl Amh Dhh, Fshr). At each stge, germ ceibpecific genes were highly
expressed compared to somatic cell genes, confirming the significant enrichment of germ cells
(Supplemental Figure 1).

We further investigated gene expression levels betweeniffieeedt stages of development.
Interestingly, the principal component analysis showed that biological replicates from each stage
clustered well together and that each stage significantly differed from each other (Figure 1A).
Analysis of DEG showed a total 7,445 genes for which expressgignificantly varied (between

2-fold to 72fold) during the entire window of interest: the expression of 5,628 genes varied
between GD16 and GD20 (2,614 up and 3,014 down) and the expression of 3,944 genes varied
betwee GD20 and PND5 (1,338 up and 1,2#86vn). There was an overlap of 2,674 genes (35.9%

of the total affected genes) in both comparisons (Figure 1B).

2. Targeted transcriptomic profiling of epigenetic modifiers in maturing rat gonocytes

Based on our previss data on the level of methylatiohH19 in rat gonocytef 8], the dfferent
sampling times corresponded to different levels of DNA methylation. At GD16, DNA methylation
is at the lowest while at GD2@e novoDNA methylation has started, and at PND5 DNA
methylation is almost completed. eMherefore aimed to study the exgsmien of epigenetic
modifiers in gonocytes during this window of epigenetic reprogramming. We targeted our analysis
to a selected list of known epigenetic regulators identified in the literature. This list included
enzymes involved in DNA methylation andethethylation, as well as histone modifiers
responsible for adding or removing acetyl, methyl and ubiquitin groups (Supplemental Table 1 for
the full list). Because the rat genome is not yet fully charactenzed;ouldonly analyze 165
transcripts out othe 174 listed (Supplemental Table 1). Interestingly most of these transcripts
were expressed above the expression level of 6, suggesting that the epigenetic modifiers are highly
expressed during the window of interastiale germ cells (Figure 1C). Adidibally, only a few

were exclusively expressed at one or two sampling times (Figure 1C).

Analysis of DEG revealed that out of the 165 transcripts analysed, the expression of 56

significantly varied between our samplitighes. These included 8 enzymes iltwveal in DNA
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methylation and 48 histone modifiers. As shown in the Venn diagram (Figure 1D), 43 were
differentially expressed between GD16 and GD20 (18 up and 25 down) and 35 between GD20 and
PND5 (18 up and 17 down). Austered heat map generated for 6h&6 epigenetic modifiers
(Figure 2A) highlighted four main expression patterns between the three sampling times: 1
transient variations at GD20; acquired change at GD20, &cquired change at PND5, and 4
continuouschanges over time. Use of the ckratg software STEM further detailed these
expression patterns by grouping all changes i
expression changed transiently at GD20 with either a transient decreassngt@ts, cluster I)

or a transienincrease (14 transcripts, cluster (igure 2B) Others were significantly changed
between GD16 and GD20 and maintained thereafter (Clusters Il and IV, Figure 2B) or only
affected at PND5 (Clusters V and VI, Figi2B). Finally, 4 transcripts consistily decreased
(Cluster VII, Figure 2B) and 1 transcript consistently increased (Cluster VIII, Figure 2B) over the
sampling period. A subset of DEG from different clusters were further validated byPGRT
confirming thedynamic profiles analysed from tha&croarray data (Figure 3)

2a. Expression dynamics of enzymes involved in DNA methylation

Of the 8 enzymes involved in DNA methylation, the levels of expression of each varied
significantly over the time window studied (Figure 4). This was expected amerficonfirmed

that our sampling time corresponded to high variation in DNA methylatiegisle Our data
therefore detailed which enzymes are expressed depending on the different stages of DNA
methylation status in rat gonocytes. Interestingly, the egjmedevels ofDnmtl,the enzyme
responsible for the maintenance of DNA methylatislere hgh at each stage studied but
transiently decreased at GDZEdure 3. In parallel, the expression levels of Blhmtsinvolved

in de novamethylation Pnmt3g Dnmt3b andDnmt3)) were lower at GD16, but, the expressions

of Dnmt3band Dnmt3lwere transiey significantly increased at GD2Figure 4, coinciding

with the beginning of DNA methylation. It is worth noting that the expression levehoft3a

was also sigificantly increased at GD20 but with a lower FC and that this increase was maintained
overtime at PND5Figures 3 and ¥4

The analysis of the expression levels of the Tet enzymes that actively remove methylation on DNA
revealed thaTetlandTet2were hgher thanTet3at GD16 Figure 4 and that their expressions

varied differently over timeWhile Tetl continuously decreased (significantly) over timet2
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transcripts decreased only after GD20 and, surprisifigifdwas transiently upregulated at GD20
(Figures 3 and¥4

2b. Expression dynamics for genes encoding enzymes involved in hisidie

We examined the expression patterns of genes coding for histone modifiers basddwmtlae
expression patterns organized into 8 clusters (Figure 2B).mids represented profile was a
transient variation of expression at GD20 for which we nkegka transient decrease or increase
of 18 and 11 transcripts, respectively (Figures 5A and 5B). Interestingist, of the transiently
decreased genes were asdecawith histone ubiquitination, 9 being ubiquitin ligas&nf@
Dzip3 Brcal, Ube2g Ube2el Ube2d3 Rnf§ Rnf168 Rbx1) and one deubiquitinaséJ$p?)
(Figure 5A) In parallel, most of the transiently increased genes wasseciated with histone
methylaion, 5 being histone demethylaselddinla, Kdmlp Jhdm2a, Phf2, Phf§ and 2
methyltrangerases G9a Prmd1]) (Figure 5B) Altogether, these data suggested a decrease in
histoneubiquitination and histone methylation coinciding with the beginningeohovoDNA
methylation.

In parallel, we observed increases or decreases occurring betweéha@B®1GD20 and then
persisting at PND5 (Figure 5C): the downregulation of the expression of 5 transcripts, including 3
associated with histone methylation of H3 (Setd2ni4, Jarid1c) (Figure 5C), which further
suggested a decrease in histone methyl&tion GD20; and the upregulation of 4 genes, including
3 associated with acetylation of histones H2A, H3 andNtbé1, Natd, Sirt6) (Figure 5C). We
also observed gene mression profiles that only changed significantly at PND5, including 4
increased and 8ecreasedranscripts (Figure 5D). Finally, genes coding for 3 histone modifiers
showed progressive decreases or increases over the 3 time point&raviith and Hdac2

decreasing whilé/ll1 was increasing (Figures 3 and 5E).

3. Dynamics of histone PTMs in rat perinatal gonocytes

Our transcriptomic data revealed variations of expression of the genes coding fdnistome
modifiers coinciding witlde novdDNA methylaton. We therefore aimed to studiyhese changes
correspoded to variation in the histone PTMs. Moreover, we compared male to female gonadal
sections because in female germ cellsnovoDNA methylation occurs only after birth, during

oocyte growth, makim them a good control. Histones PTMs were tested using
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immunofluorescence (supplemental Figure 2). As illustrated in Figures 6 and 7, six histone PTMs
were studied in male and female gonocytes (white arrows in the testes and ovaries), identified by
their ecific staining for the Heat Shock Protein HSH3R]. We then quantified the average
fluorescence intensity of each histone PTM t e:

sampling stages.

Because we observed dynamic expression of the genes enoaainy histone methylasedll(1,

Glp, Setd2 Prdm14 PrdmJ) and demethylase&dml1g Kdm1h Jhdm2aPhf2, Phf8 of histone

H3, we first studied methylation marks of histone H3 on lysines 27, 9 agxjécting a decrease
from GD20 in gonocytes. Instead, vabserved different patterns for each methylation mark
studied (Figure 6). While the trimethylation of lysine 27 (Figure 6A and 6B) and dimethylation of
lysine 4 (Figure 6E and F) of histone H3 (HBKne3 and H3K4me2) levels indeed significantly
decreasedni gonocytes over time, levels of H3K9me2 (Figure 6C and D) did not vary and
H3K4me3 (Figure 6G and H) even increased significantly from GD20 and remained stable.
Interestingly, in oogonia/oocytes,o nmethylation marks varied except H3K4me3, which

transienly increased at GD20 (Figure 6).

Next, as 4ubiquitin ligases (out of the 9 with expressions that transiently decreased at GD20)
catalyze H2AK119UbRnf2 Dzip3 Ube2el Ube2d3, we quantified thenonoubiquination of
lysine 119 of H2A (H2AK119Ub) and expected a decrease from GibgbnocytesWe indeed
observed a significant decrease in staining intensity at GDg0rincytes which remained low
after birth however, innoogoniabocytes H2AK119Ub wa significantly decreased only after birth
(Figure 7A and 7B).

Because transcripts @bpandp300involved in acetylation of H2BK20ac did not vary over the
time window of interest according to the microarray analysis, we quantifeeddetylation of
lysine 20 of histone H2A (H2BK20ac) expecting no change. No change was indeed observed in
gonocytes, but this mark did display a dynamic patiewogonia/oocytes over time: H2BK20ac
significantly decreased from GD16 to GD20 but thenr@llgancreased aftdpirth to a level even
higher than at GD16 (Figure 7C and 7D).
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Figure 1: Expression analysis of microarray data. (A) 3D Principal component
analysig(PCA) plot of all samples representing the global differential geqession patterns in
male gonocytes at the three different stages of development studiedlofB) numbers of
transcripts differentially expressed between GD16 and GD20 compared to those differentially

expressed between GD20 and PNDS5. (@jriers otranscripts coding for epigetie regulators
with expression | evel O 6 in male goswdiedyt es a

(D) Numbers of transcripts coding for epigenetic regulators that are differentially expressed
between GD16 and GD2fbmpared to those differeally expressed between GD20 and PND5.
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Figure 2: Expression pattern of the 56 varying epigenetic regulators rat gonocytes (A)
Clustered heat map of the 56 epigenetic regulators in all samples was generated by
www.heatmapper.calrhe zscore for each gene is indicated by the color. (B) Clustering of gene
expression patterns revealing 8 different profiles (clustarfil) was done usinghe Short Time

series Expression Mind6TEM) tool Number of genes perdgfile is detailed at the bottom left

and their names are listed under each profile.
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Figure 3: Relative expression ofelected transcripts over timedetectedby (A) microarray
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Figure 4: Relative expression of the different enanes regulating DNA methylation.Relative
expression levels of transcripts coding for all known DNA methyltransferBsest§ and active
teneleven translocationTe) enzymes in rat male gonocytes are shown at the three stages of
development studied. ia¢s are means = SEM df 8 biological replicates. *p<0.05 compared

to GD16, #:p<0.05 compared to GD20 and®&0.05 compared to both GD16 and GD20.
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Figure 5. Relative expression of histone modifiers regrouped in clusters based on their
expression pofile. (A) Cluster | represents all histone modifiers transiently significantly
decreased at GD20. (B) Cluster Il represents all histone modifiers transientlyicaigtyf
increased at GD20. (C) Clusters lll & IV represent histone modifiers that seytiffcdecreased

or increased between GD16 and GD20 and remained stable after birth. (D) Clusters V & VI
represent histone modifiers that significantly decreasedooeased between GD20 and PND5.
(E) Clusters VII & VIl represent histone modifiers tleadibited continuous expression changes
over time.Values are means + SEM df8biological replicates. 1<0.05 compared to GD16, #:
p<0.05 compared to GD20 and [8<0.05 compared to both GD16 and GDR®MT: histone
methyltransferase, KDM: histone demetisd, HAT: histone acetyltransferase, HDAC: histone
deacetylase, Ub ligase: ubiquitin ligase, DUB: histone deubiquitinase.
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Figure 6: Relative intensities of histone H3 methylation marks in rat perinatal germ cells.

Representative illustriains of co-staining forH3K27me3 (A),H3K9me2 (C), H3K4me2(E),

H3K4me3(G) and HSP90, a specific germ cell markam, testicular (top) and ovarian (bottom)
histological sectiongsonocytes and oogonia/oocytes (white arrows in the testes and ovaries) can
be observed on sections of tissues sampled at GD16, GD20 and PND3. Scalgums. 5

Immunofluorescence intensity 6f3K27me3 (B),H3K9me2(D), H3K4me2(F), H3K4me3(H)

were guantified in gonocytes (males) or oogonia/oocytes (females) at the three sampkng tim

Data represent the average normalized fluorescence intensity + SEBMt{ime point).*: p<0.05

compared to GD16, #<0.05 compared to GD20 and |$x0.05 compared to both GD16 and

GD20usingaonavay ANOVA
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Figure 7: Relative intensities of histone H2A ubiquitination onlysine 119H2AK119Ub) and

histone H2B acetylation on lysine 20 (H2BK20ac) in rat perinatal germ cellRepresentative
illustrations ofco-staining forH2AK119Ub (A) or H2BK20ac(C) and HSP90a specific germ

cell marker on testicular (top) and ovariafbottom) histological sectionsGonocytes and
oogonia/oocytes (white arrows in the testes and ovaries) can be observed on sections of tissues
sampled at GD16, GD20 and PND3. Scale = 50 pmmunofuorescence intensity of
H2AK119Ub (B) and H2BK20aqD) were quantified in gonocytes (males) or oogonia/oocytes
(females) at the three sampling timsata represent the average normalized fluorescence intensity

+ SEM (n = 3/time point). *p<0.05 comparedo GD16, #:p<0.05 compared to GD20 and 8&:
p<0.05 comparetb both GD16 and GD20 usingattmoay A NOVA f ol | owe-d by a
hoc test.
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|.5 Discussion

Our study aimed to better characterize the epigenetic reprogramming associated with changes in
global DNA methylation and histone modifications in perinaglgonocytes at the time de

novo DNA methylation. The events afe novoDNA methylation had been particularly well
characterized in mouse gonocyfesviewed in 2,12,33but remained pooyl detailed in rat
gonocytes. Our previoususly showed that in rat gonocytes DNA methylation is low at GD16.5
and thade novaDNA methylation starts from GD20 until few days after b[&B]. We therefore

used that particular window of development in our present study. A limitation tarsjudy fetal
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and neonatal gonocytes is thality to obtain purified cells. Here, we benefited frartransgenic

rat model expressing GFP specifically in germ e, allowing us tasolate perinatal gonocytes

by FACS with a purity above 90% at all stages studied. Using these cells for transcriptomic
analysis further confirmed that the GPBsitive fractions obtained were well enriched imnge

cells, as known germ cell markers wergtty expressed.

Transcriptomic analysis of purified rat gonocytes at GD16.5, GD20.5 and PND5 allowed us to
study the changes in expressadigenes encoding known epigenetic modifiers, including enzymes
involvedin DNA methylation and demethylation, aghas histone PTMs responsible for adding

or removing acetyl, methyl and ubiquitin grouf$iose modifiers were selected based on an
extensive search of the literatyB2li 37]. Our data revealed that most transcripts are expressed in
gonocytes and that 56 out of the 165 studied displayed dynamic changes in expresstime.
Interestingly, the most remented pattern of change in expression corresponds to a transient
significant decrease or increase at GD20 wdeenovaDNA methylation starts. The genes coding

for epigenetic modifiers fitting that pattern weraceding enzymes responsible for DNA
methylaion regulation, as expected, but also enzymes responsible for histone PTMs. This further
supports the hypothesis thdé novoDNA methylationis accompanied by a remodeling of the
chromatin through a variation of histone modificatigt®,23 25,39 40].

Targeted analysis of RNA levels of genes involved in DNA methylatioealed the dynamic
patterns of expression of Tet enzyrwesling genes at the time dé novoDNA methylation.
Because the levels dfetlandTeR are the highest when DNA methylation is low at GD16, this
suggests these enzymes are involved in active DNAettgration in early rat gonocytes. On the
other handTet3 which was transiently upregulated at GD@@y play an important role after the

wawe of active DNA demethylation, whate novoDNA methylation starts. Indeed, Verma and
colleagueg41] suggested that TET proteins may protect bivalent genes diemovoDNA
methylation in human embryonic stem cells. Several other studies suggest that TET proteins may

have DNAdemethylabn independent functions as welkviewed in 42]

Further analysis of genes coding for enzymes involved in DNA methylation suggested that
DNMTs invdved in both maintenance add novdDNA methylation are expressed in rat perinatal

gonocytes. In fact, despinmtl(which is responsible for the maintenaraf DNA methylation)
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exhibiting a downregulation at GD20, its levels remained high overall amnalpoints. Data in

mice showed similar trends where Dnmtl was detectable in fetal gonocytes at GD13.5 but not at
GD18.5 wherde novdDNA methylation is akeady initiated43]. However Dnmtlexpression did

not vary in mouse whole testes from GD13.5 to GD183. Importantly, the only study using
human fetal gonads also showed high expressioDN¥IT1 at the tine of de novoDNA
methylation[44], therefore resembling the ggent data in rats. In parallel, our data showed that
DNMTs involved inde novomethylation are all upregulated as expected at GD20 [t w
different FC:Dnmt3bandDnmt3lwere significantly highly upregulated at GD20 (FC =5.11 and
34.55, respectively) hile Dnmt3awas upregulated with a lower change (FC=1.72). Although the
extent of upregulation at the RNA level cannot predict the gioéb function of the protein, these
results could suggest a prominent role for DNMT3B and DNMT3deimovaDNA methykation,

or at least its first wave, in rat gonocytagerestingly, La Salle and colleaglé8] reported that
Dnmt33 along withDnmt3| were upregulated in mouse fetal testes compar&mhiot3b at the
equivalent time ofle novoDNA methylation. This again suggests differences in species, as the
main actors otle novoDNA methylation in male germ cells would be different between rat and
mouse. In human fetal testis, the expres®dNMT3A has ben shown to peak at the time of
epigenetic reprogramminpl4] suggesting its role imle novoDNA methylation is similar to
mouse. To our knowledge, no data exist on the levBINIMIT3B in human fetal germ cells. To
further test for species differences in DNMTs involved da novo DNA methylation,
investigations constently using the same techniques and testing for protein levels and enzymes

activities are necessary.

We then analysethe expression profiles of 157 genes coding for histone modifiers involved in
histone acetylation, methylation andiquitination, out of whicl8 significantly varied over time

and most transiently changed at GD20, coinciding with the beginningeohow DNA
methylation. The overall analysis suggests a decrease in histone ubiquitination and methylation
mainly due tosignificant decreases in the expression of genes encoding histone ubiquitin ligases
and increases in a few genes encoding histone demethdaddeubiquitinaselmportantly, the
decrease in histone ubiquitination was further supported by immunofluocesgpaantification of
H2AK119Ub, showing decreased levels from GD16 to GD20, followed by maintenance of low
levels. Because the expressionels of 4 genes coding for ubiquitin ligases targeting H2AK119

were significantly decreaséBnf2 Dzip3 Ube2elandUbe2d3, it is impossible to identify which
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one is responsible for the observed change. In addition, the decrease of H2AK119Ub observed
coud be due to a transient increased deubiquitination as showtJdptl for example.
H2AK119Ub is involved in transgational repression of large chromatin regions and it has been
suggested that it contributes to the male gerrdpecific epigenome, in paby repressing the
somatic/progenitor prograf@d5]. The global decrease of H2AK119Ub that we observed could
therefore be importanh quiescent gonocytes to establish the germline transcriptome and the
differentiation from gonocytes to spermatago To date, little is known about potential crosstalk
between H2AK119Ub and 5mC, but one study showed that the loss of H2AK119Ub cdulal lea
hypomethylation of promoter regions in pluripotent human embryonic carcinoma[4@]ls
Specific sites where H2AK119Ub is low could therefore be protected fiermovoDNA
methylation or transcriptn repression. A potential mechanism could involve the Polycomb
Repressive Complex 1 (PRC1) that has been shown to catalyze H2AKI49land to be
involved in regulating DNA methylation on CpG Island$,48] More indepth studies using
chromatin immunoprecipitation sequencing would be required to identify the gen@ioics ®f
interest and test for an association with the levels of 5mC in male gonocytes at that stage.

To assess ifhiere was indeed a decrease in histone methylation due to increased expression of
genes coding for histone demethylases, we analyzed thendygmaf 4 methylation marks on
histone H3. Only H3K27me3 decreased between GD16 and GD20, while H3K9me2 and
H3K4me2did not vary and H3K4me3 even significantly increased during the time window of
interest. Moreover, the decrease in the levels of H3K27migBitnmot be due to increased
demethylation as the expressionkafm6aand Kdm6b,known erasers of H3K27md39], did

not transcriptionally vary in male gonocytes during the window studied. The vari&isenved

can also not be explained by a variation of gene expression of known writers of H3K27me3, such
asEzhland Ezh2(Supplemental table 1). Although our study did not test for protein levels or
enzyme activity, our data suggest that instead of difeahges in writers or erasers of H3K27
methylation, the observed decrease in H3K27me3 might be due to crbsstatien histone marks
known to modulate H3K27 methylation levid9]. Previous studies have ashn that H3K27
methylation can depend on levels of acetylation of H2A or H3K4 and H3K9 meth\jlavoeswed

in 49], yet our present data show no modifications for these two later nrafkst, the only other
variation in histone methylation observed was an increase in H3K4me3 that couldaeeeiipy

the continuous increased levels of transcriptditl, known to catalyze the trimethylation of
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H3K4 [50], over the time points studied. It is interesting to note that H3K4md8i3K27me3

are theprominent histone PTMs of bivalency, and that changes in the balance b#tesetwvo
histone marks often sealt in cell differentiation51]. This bivalency, or poised state, has been
described during germ cell development for genlesiced during gamete development but that
will be activated during embryogene$i?,53] The signals driving the decrease in H3K27me3
remain to be charastized but our observations strongly suggest that this dynamic of the histone
methylation marks is involved ithe establishment of the male germ cell transcriptome and cell
differentiation. In parallel, it has been suggested that histone methylatioremayas a guide for

de novo DNA methylation, also contributing to the establishment of specific cell type
transcriptomes. A recent study in human cells and tissue suggests DNA methylation is generally
inhibited by the presence of H3K4me3, H3K4mel and H3K&3, while increased levels are
found in regions that are marked by H3K9me3 and H3K345¥]3 Studies done using purified
mice gonocytes also suggest an inhibition BAOmethylation in the presence of H3K4me3, while
H3K36me3 promotes [24,39] Taking this into account, the surgeH3K4me3 and decrease of
H3K27me3 observed in male gonocytes at GD20 may serve as a guidedemtacDNMTS in

order to prevent methylatiaan specific genomic regions.

Sexspecific dynamics in histone PTMgere identified here by quantifying levals maleand
female germ cells at the same stages. Our original hypothesis was that because the tiening of
novoDNA methylation is sex specificdentification of differences in histone PTMs could reveal
those that guide DNA methylation. In brief, H3K2&8 H3K4me3, H2AK119Ub and H2AK20ac
displayed sesspecific dynamics but none varied the same way. While H3K27me3 and
H2AK119Ub both decreased fro@D20 onwards in males, only H2AK119Ub decreased in
female germ cells and only after birth. It is interestioghote that this difference in timing of
H2AK119Ub decrease also corresponds to the difference in timidg nbvoDNA methylation

as DNA methydtion starts postnatally in oocyt¢40,55] This would further reinforce the
hypothesis that a decrease in H2AK119Ub is somehow linkdel novamethylation. On the other
hand, sexspecific patterns of H2BK20ac and H3K4me3 might instead be due to the diffemence i
phases of the cell cycle, sincengaytes enter quiescence when oogonia enter m¢ipsiadeed,

while H3K4me3 increased in both sexes at GD2@nitained stable after birth in gorybes while

it decreased sharply in oocytes. The increase in H3K4me3 observed in gonocytes had also been

observed in mic§3], but the transient increase in oocytes was not detegtedh might be due
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to the differemkinetics of development in rats and mice and the fact that collection time points as
well as the techniques used were different in their study compared to ours. The very specific peak
observed in rat oocytes would cespond to entrance in meiosis, as thark has been shown to

be crucial for homologous recombination and meiosis progrefstoH7] Similarly, as changes

in levels of H2BK20ac could only be observed in females, it might be linked to specific events
related to meiosis.

The present data obtaid from rats, allows for a crospecies comparison of events surrounding
epigenetic reprogramming in gonocytes during perinatal life. DNA demethylation folloneael by
novomethylation had already been shown to be conserved in mammalian gerfB&eBgbut
specifictiming related to biological eveniis gonocytes and actors dé novoDNA methylation

could differ from mice, to rats and human. As well, dynamics of some histone PTMs investigated
in the present study have also been characterized in mice gond@jtes the time odde novo

DNA methylation. For example, H3K4me3 has been shown to continuously increase between
GD13.5 and GD17.5 in mid€3] which is somewhat similar to what we observed here in rats. On
the other hand, H3K27me3 has been shown to increase slightly until GD15.5 and remain stable up
to GD17.5 in micd23] while we observed a continuswecrease in rat gonocytes. Data from
human are rare and indicate that H3K27me3 is not present in gonocytes at28\W2ille
H3K4me3 is strongly present in 20% of gonocytes at GYBRJL Takentogether, results from our

study combined with available data in mice and humans suggests that modulation of histone PTMs
duringde novanethylation in gonocytes may vary from species to species and that there are likely

differences between roderaed hunans.

In conclusion, our study highlighted thdg novdDNA methylation in rat gonocytes is associated

with a transient modulation of the transcription of various epigenetic actors involved in DNA
methylation and histone PTMs, indicating a dynasticomatn remodeling. More specifically,

our transcriptomic data suggest decreased histone ubiquitination and methylation that was further
confirmed for H2AK119Ub and H3K27me3. Those marks being associated with transcription
repression, their decline coulddicate activation of transcription. In parallel, an increase of
H3K4me3, which is associated with transcription activation over the same period, further suggests
this window of development corresponds to male germ cell differentiation and the aaguaisitio

a ell-specific transcriptome. Further studies addressing if and how these dynamic changes in
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histone PTMs guidde novaDNA methylation would help understand the complex establishment

of the male germ cell epigenome.
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.7 Supplementary figures:
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Figure S1. Heat map of gene expression levels in all samples of a customized gene list
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Figure S2: Immunofluorescence staining of histone methylation, ubiquitination and
acetylation in rat perinatal germ cells Representatives illustrations sthining forH3K27me3

(A), H3K9me2 (B), H3K4me2 ), H3K4me3 (D), H2AK119Ub (E), H2BK20ad") can be
visualisedon testes (top) and ovaries (bottom) sections counterstained with DAPI to label DNA.
Gonocytes and oogonia/oocytes (white arrows in the testes and ovamebge mbserved on
sections of tissueesampled at GD16, GD20 and PND3. Scale = 50 um



Supplemental Table 1: Selected list of known epigenetic regulators studi€the average expression levelsSofC modulators and
selected histone modifiers in purified rat gonocytes and the statistical ¢geomzaare detailed for the different sampling times. Grey

boxes indicate DEG. FC = fold change.
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Average Log2 GD16 vs.GD20 GD20vs. PND5 | GD16 vs. PND5

Cluster | \1odification Enzymes Gp16 | D20 "ND | pc | FDR 1o FDR Fc | DR
ID 5 p-value p-value p-value
17860177 Dnmtl 99 | 8.64 | 10.36 -2.4  4.23E07 | 3.3 115807 | 1.38 | 2.60E03
17814477 Dnmt3a 6.38 | 7.16 | 7.39 | 1.72 | 3.69E05 | 1.17 | 5.92E01 | 2.02 3.38E05
17767586 Dnmt3b 6.64 | 899 | 7.49 | 511  9.31E09 | -2.84 6.36E07 | 1.8 | 2.00E04
17757529 Dnmt3l 4.98 | 10.09 | 5.93 | 34.55 4.13E10 17'88 2.81E09 | 1.93 1.00E04

5mC ' .
17758246 Tetl 10.05| 8.06 & 546 | 557 3.63808 | -442 4.02E07 |, ., 8.08E10
17758233 Tetl 9.12 | 6.64 | 45 |-3.96 4.47E08 | -6.07 2.67E08 24'05 2.12E09
17751509 Tet2 784 | 783 | 596 -1 | 298601 | -3.67 1.62E05 | -3.68 4.19E06
17792617 Tet3 6.27 | 7.7 | 6.81 269 4.46E07 | -1.85| 0.0001 & 1.45 | 1.50E03
- SetlA - - - - - - - - -
17620972 SetlB 9.78 | 9.29 | 9.88 | -1.4 | 5.60E03 1.5 5.70E03 | 1.07 | 7.82E01
SetlB

17677830 (LOC100359816) 042 | 588 | 6.03 | -1.451 2.00803 | 4 11 | 585r01 | -1.31 | 3.56E02
17851886 MII1 785 888 | 981 204 1.18805 191 | 3.72E05 | 3.9 | 1.01E07
17840836 Kmt2D 93 | 828 | 952 | 203 3.01E06 | 2.37 18606 @ 1.17 | 1.16E01
17780393 iistone Kmt2C 945 | 9.74 | 939 | 1.23 | 5.78E02 | -1.27 | 3.08E02 | -1.04 | 6.21E01
17631597 methylation Kmt2B 8.85 | 9.61 | 8.66  1.68  4.51E05 | -1.93 | 2.24E05 | -1.15| 1.16E01
17628945 Prdm9 417 | 417 | 454 1 5.90E01 | 1.29 | 4.96E02 | 1.29 | 1.17E01
17687043 Smyd3 731 | 684 | 720 -1.38| 1.22E02 | 1.28 | 7.09802 & -1.08 | 5.97E01
17756538 G9a 8.57 | 9.92 | 873 | 255 4.28607 | -2.29 4.77E06 | 1.11 | 2.52E01
17770091 Glp 8.37 | 6.75 | 8.09 | -3.06 3.79807 | 2.53 5.00E06 & -1.21 | 1.84E01
17749457 Setdbl 9.5 95 | 984 | 1 8.15E01 | 1.27 | 1.39802 | 1.27 | 1.85E02
17737665 Mecom 504 | 431 | 453  -1.66  7.00604 @ 1.16 | 6.53E01 | -143 | 3.50E03




17746663

17871113

17717094

17761258

17661632

17791133

17703441

17788738

17739958

17848221

17718176

17687556

17833617

17677®4

17747284

17731397

17785936

17668030

17824258

17622716

17629590

17785781

17792133

17812234

17695496

17712360

17632623

Mecom 5.7 | 5.87 | 5.21 | 112 | 2.40E01 | -1.57 | 8.00E04 | .14 | 5.00E03
Prdm16 - - - - - - - - -
Suv39hl 6.56 | 5.59 | 6.47 | .1.96  3.13E05 | 1.84 | 2.50E05 | -1.07 | 6.66E01
Suv39h2 821 | 7.67 | 822 | .1.45| 2.60E03 | 1.47 | 1.20E03 | 1.01 | 9.69E01
Prdm12 511 | 503 | 552 | .1.06| 9.45601 | 1.4 | 2.41E01 | 1.33 | 2.51E01
Ezhl 954 | 10.1 | 9.38 | 1.47 | 4.00E03 | -1.64 | 1.00E03 | -1.12 | 2.92E01
Ezh2 8.83 | 814 | 879 | .1.62| 2.00E04 | 1.57 | 1.10E03 | -1.03 | 5.61E01
Kmtif 545 | 521 | 4.87  -1.18| 456E02 | -1.27 | 1.73E02 | -1.5 | 4.00E04
Kmt2e 791 | 851 | 817 | 1.51 | 2.88E02 | -1.26 | 3.11E01 | 1.2 | 3.18E01
Kmt2h 858 | 8.92 | 897  1.26 | 6.34E02 | 1.04 | 7.71E01 | 1.31 | 4.21E02
Setd2 969 | 866 | 88 | -2.04 178505 | 1.1 | 3.48E01 | -1.85 | 2.00E04
Kmt3b 891 | 9.65 | 9.08  1.66 | 6.03E05 | -1.48 | 1.10E03 | 1.13 | 2.67E01
Kmt3c 891 | 9.45 | 8.65  1.45| 2.00E04 | -1.74 | 5.82E05 | -1.2 | 1.61E01
Kmt4 89 | 868 885 -1.16| 8.03502 @ 1.12 | 2.44E01 | -1.03 | 7.22E01
Kmt5a 9.81 | 9.09 | 9.49  -1.64| 7.00E04 | 1.32 | 4.10E02 | -1.24 | 1.07E01
Kmt7 521 | 562 | 545  1.33 | 2.70E02 | -1.13 | 2.05E01 | 1.18 | 4.48E01
Setd6 6.79 | 573 | 6.43  -2.08 1.62E05 | 1.62 | 1.30E03 | -1.28  4.05E02
Setd5 10.56 | 10.45| 10.5 | -1.08 | 1.35601 | 1.03 | 5.91E01 | -1.05 | 4.59E01
Setd4 7.03 | 6.08 | 6.76  -1.93| 2.42E05 | 1.6 | 1.30E03 | -1.21 | 7.14E02
Setd3 9.82 | 9.78 | 9.56  -1.03| 8.96E01 | -1.16 | 7.94E02 | -1.19 | 5.18E02
Kmt5b 8.59 | 8.47 | 7.86  -1.09| 1.59E01 | -1.53 | 9.60E03 | -1.67 | 6.00E04
Kmt5c 7.42 | 6.84 | 7.14  -1.49| 2.00E04 | 1.23 | 3.23E02 | -1.21 | 3.39E02
Setmar 747 | 7.73 | 7.22 | 1.48 | 1.60E03 | -1.42 | 8.80E03 | 1.04 | 6.71E01
Smyd1 5.09 | 513 | 5.04  1.03 | 4.35E01 | -1.07 | 4.48E01 | -1.04 | 9.35E01
Kmi8a 7.08 | 7.12 | 7.05 | 1.03 | 6.28E01 | -1.04 | 9.68E01 | -1.01 | 6.40E01
Kmt3f/g 9.38 | 8.69 | 9.39  -1.62| 2.00E04 | 1.63 | 4.00E04 | 1.01 | 9.71E01
Kmt3f/g 7.46 | 7.96 | 7.76 | 1.41 | 2.30E02 | -1.14 | 6.04E01 | 1.24 | 1.09E01
Prmtl 8.03 | 8.14 | 8.04  1.07 | 5.38E-01 | -1.07 | 6.65E01 | 1.01 | 9.46E01
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17696394

17616780

17842514

17702625

17750724

17729667

17795123

17732981

17759401

17827150

17784112

17723274

17693093

17842871

17774693

17806135

17796826

17668296

17774553

17614833

17708572

17811590

17718660

17786588

17680325

17871920

Histone
methylation

Prmtl 10.1 | 10.32 | 10.17| 1.17 | 1.44E01 | -1.11 | 4.07&01 | 1.05 | 6.86E01
Prmt2 - - - - - - - - -
Prmt3 8.2 7.73 | 7.57 | -1.38 | 4.80E03 | -1.12 | 3.45E01 | -1.54 | 1.10E03
Prmt4 9.84 | 9.27 99 | -1.48| 9.00E-04 | 1.55 | 1.60E03 | -1.14 | 9.27E01
Prmt5 10.33| 10.5 | 10.01| 1.13 | 2.24E01 | -1.41 | 1.70E03 | -1.25 | 1.27E02
Prmt6 6.31 | 5.33 | 5.86 | -1.98 | 2.00E04 | 1.44 | 1.41E02 | -1.37 | 8.17E02
Prmt7 9.14 | 958 | 8.74 | 1.36 | 3.10E03 | -1.78 | 2.0004 | -1.31 | 4.30E02
Prmt8 4.89 5 5.16 | 1.08 | 5.27E01 | 1.11 | 3.84E01 | 1.21 | 1.28E01
Prmt9 9.2 8.88 9 -1.24 | 27102 | 1.09 | 3.88601 | -1.14 | 2.36E01
Prdm1 845 | 6.92 | 539 | -2.88| 4.23E07 | -2.89 | 1.30E06 | -8.34 | 5.84E09
Prdm4 9.3 8.99 | 9.09 | -1.24| 8.30E03 | 1.07 | 2.70E01 | -1.16 | 1.39E01
Prdmb5 8.11 | 7.47 76 | -156| 1.27E02 | 1.09 | 6.02E01 | -1.43 | 6.44E02
Prdm6 4,93 5.3 5.24 | 1.3 | 220802 | -1.05| 6.63E01 | 1.24 | 8.80E02
Prdm7 - - - - - - - - -
Prdm8 4.6 453 | 469 | -1.05| 7.91E01 | 1.12 | 3.20E01 | 1.06 | 4.46E01
Prdm10 7.32 7.6 75 | 1.22 | 24501 | -1.07 | 9.89E01 | 1.14 | 3.03e01
Prdm11 537 | 6.37 | 534 | 1.99 | 2.00E04 | -2.05 | 3.00804 | -1.03 | 9.61E01
Prdm13 451 | 4.67 48 | 1.11 | 7.77&01 1.1 3.59E01 | 1.22 | 5.07E01
Prdm14 8.8 6 7.27 | -6.94 | 5.40E09 | 2.41 | 1.39E05 | -2.88 | 1.24E06
Prdm15 8.02 | 7.56 8.3 | -1.38| 1.1003 | 1.67 | 1.00E04 | 1.21 | 9.92E02
Prdm17 575 | 525 | 6.65 | -1.42| 1.60E03 | 2.64 | 1.13E06 | 1.86 | 3.74E05
Fbl 9.27 | 9.12 | 9.24 | -1.11| 45401 | 1.08 | 8.71E01 | -1.02 | 6.53E01
Ash2| 10.58 | 9.79 96 | -1.72| 2.1305 | -1.15| 1.87E01 | -1.98 | 7.95E06
Kdmila 9.57 | 10.83 | 8.88 | 2.39 | 3.50E07 | -3.86 | 4.67E08 | -1.62 | 2.00E04
Kdmib 8.56 | 10.81 | 8.26 | 4.76 | 491E09 | -5.86 | 7.67E09 | -1.23 | 7.75E02
Jaridla 9.19 9.1 9.17 | -1.06 | 2.60E01 | 1.05 | 3.71E01 | -1.01 | 9.51E01
Jarid1ib 10.3 | 10.67 | 9.55 | 1.29 | 6.60E03 | -2.17 | 5.36E06 | -1.68 | 1.00E04
Jaridic 781 | 6.74 | 6,51 | -2.1 | 4.15E06 | -1.18 | 6.41E02 | -2.47 | 1.30E06
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Jarid1ld

17817298 No66/RGD130770¢ 8.37 | 6.17 | 795 | -4.6 @ 2.92E08 | 3.43 | 3.96E07 | -1.34 | 4.75E02
17792158 Jhdm>2a 851 | 9.71 | 896 | 2.28 | 6.09807 | -1.68 | 9.01E05 1.36 | 4.30E03
- Jhdm2b - - - - - - - - -

- Jhdm2c - - - - - - - - -
17714849 Phf2, Jndm1le 6.78 | 8.27 | 7.02 | 2.8 | 2.34E06 | -2.37 | 2.00E05 | 1.18 | 4.33E01
17871743 Phf8 744 | 9.68 | 843 | 4.71 | 2.74E08 | -2.37 | 9.01E06 | 1.99 | 7.57E05
- Jhdmld - - - - - - - - -
17809823 Kdm4a 853 | 811 | 754 | -1.34| 2.43E02 | -1.48 | 4.70E03 | -1.99 | 8.25E05
17869255 Kdm4b 731 | 6.79 | 6.75 | -1.43 | 5.20E03 | -1.03 | 8.59E01 | -1.47 | 5.20E03
17799456 Kdmd4c 748 | 7.24 | 6.86 | -1.18| 1.64E01 | -1.3 | 7.61E02 | -1.54 | 4.50E03
17849553 Kdm4d 5.71 6.1 6.37 | 1.32 | 2.05E02 1.2 2.59E01 | 1.58 | 2.60E03
17875860 Utx, Uty 751 | 801 | 7.23 | 141 | 6.27602 | -1.72 | 1.60E03 | -1.21 | 4.45E02
17657603 Kdm6b 7.51 6.6 7.07 | -1.87 | 8.0906 | 1.38 | 4.90E03 | -1.36 | 3.60E03
17620528 Jmjd5 691 | 653 | 6.77 | -1.3 | 5.61E02 | 1.18 | 2.89E01 -1.1 | 5.26E01
17639238 JhdmlA, FbxI11 | 9.43 | 9.88 | 9.72 | 1.37 | 5.20603 | -1.12 | 4.70E01 | 1.22 | 4.30E02
17673876 Jhdm1B, FbxI10 | 9.17 | 9.47 | 9.48 | 1.23 | 1.23E01 1 8.99E01 | 1.24 | 1.15E01
17880917 Kdm4dl, Jmjd2e | 4.88 | 4.96 | 5.07 | 1.06 | 5.26E01 | 1.07 | 6.74E01 | 1.14 | 2.89E01
17830903 p300 8.06 | 792 | 806 | -1.1 | 44001 1.1 7.41E01 | -1.01 | 7.76E01
17830905 p300 982 | 969 | 954 | -1.1 | 452E01 | -1.11 | 481E01 | -1.22 | 1.43E01
17643932 Cbp 10.79 | 11.05| 10.71| 1.2 | 1.45E01 | -1.26 | 7.24E02 | -1.06 | 6.11E01
17762855 Katl 1048 | 11 10.27| 1.43 | 1.3902 | -1.66 | 7.00E04 | -1.16 | 7.31E02
17661451 Histone Kat2a 887 | 802 | 834 | -1.8 | 9.00E04 | 1.25 | 2.45E01 | -1.44 | 1.94E02
17862411, acetylation Pcaf 7.99 | 7.74 | 6.88 | -1.18| 2.05E01 | -1.82  7.10E05 | -2.16 | 1.19E05
17873242 Kat4 8.4 8.71 | 829 | 1.24 | 5.11E02 | -1.34 | 5.18E02 | -1.08 | 8.49E01
17639620 Tip60, Htatip 7.6 6.59 7.3 | -2.02 | 3.07E05 | 1.63 | 5.20E03 | -1.24 | 2.29E02
17712497 Kat6a 948 | 9.72 | 9.21 | 1.18 | 3.06E02 | -1.42 | 150803 | -1.2 | 7.77E02
17700936 Kat6b 9 8.6 8.83 | -1.32| 850E03 | 1.17 | 2.02E01 | -1.13 | 1.96E01
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17660338

17621045

17703814

17771001

17820956

17769041

17796805

17689370

17654020

17640125

17774983

17810818

17865825

17755390

17725783

17866490

17661803

17871142

17840560

17878168

17821561

17839903

17785462

17758289

17614945

17638197

17674425

17718758

Kat7 10.49 | 10.32 | 10.23| -1.12 | 235601 | -1.07 | 3.82E01 -1.2 | 4.70E02
Kat8 785 | 7.85 | 7.44 1 8.18E01 | -1.33 | 1.65E02 | -1.33 | 2.19E02
Kat9 8.99 | 8.04 | 8.17 | -1.92| 4.22E06 | 1.09 | 4.22E01 | -1.76 | 3.08E05
Kat12 8.05 | 744 | 7.99 | -1.53| 5.00E04 | 1.46 | 2.00E03 | -1.04 | 7.97E01
Ncoal 6.52 | 7.78 74 | 239 | 6.55E06 | -1.3 | 4.81E02 | 1.84 | 3.00E04
Kat13b 8.16 | 7.73 8.5 | -1.35| 1.55E02 1.7 2.00E04 | 1.26 | 1.29E02
Ncoa2 9.53 | 8.17 | 9.14 | -2.55| 1.96E06 | 1.95 | 9.20E05 | -1.31 | 3.99E02
Clock 8.79 | 10.78 | 932 | 3.98 | 1.03E07 | -2.75 | 7.62E06 | 1.45 | 3.00E03
Hat4 833 | 836 | 861 | 1.02| 4.0901 | 1.19 | 551E02 | 1.21 | 2.07E01
Natd 9.2 | 10.28| 9.84 | 2.11 | 4.07E06 | -1.36 | 9.80E03 | 1.55 | 7.00E04
Natl10 9.06 | 948 | 8.79 | 1.34 | 1.12E02 | -1.61 | 3.00E03 | -1.2 | 3.57E01
Hdacl 9.72 | 862 | 9.77 | -2.16| 7.39E06 | 2.22 | 1.28E05 | 1.03 | 6.78E01
Hdac1l 731 | 634 | 7.28 | -1.97| 2.49E05 | 1.93 | 7.17E05 | -1.02 | 9.88E01
Hdac2 948 | 896 | 8.46 | -1.44| 6.70EO03 | -1.42 | 1.00E03 | -2.04 | 1.29E05
Hdac3 775 | 645 | 7.21 | -2.46 | 4.45E07 | 1.69 | 2.00E04 | -1.45 | 1.00E03
Hdac4 785 | 738 | 8.26 | -1.38| 4.30E03 | 1.84 | 4.86E05 | 1.33 | 6.00E03
Hdac5 763 | 751 | 7.13 | -1.09| 6.39E01 | -1.3 | 2.26E02 | -1.41 | 7.30E03
Hdac6 9.2 9.74 | 877 | 1.45 | 9.00E04 | -1.95| 1.00E04 | -1.34 | 1.18E01
Hdac7 588 | 6.53 | 555 | 157 | 1.00E04 | -1.97 | 1.39E05 | -1.25 | 3.13E02
Hdac8 5.8 542 | 517 | -1.3 | 2.64E02 | -1.19 | 3.07E01 | -1.55 | 4.00E03
Hdac9 522 | 6.05 | 6.21 | 1.78 | 3.00E04 | 1.12 | 3.97E01 | 1.99 | 1.00E04
Hdac10 584 | 594 | 6.21 | 1.08 | 9.28E01 1.2 4.36E02 1.3 | 4.43E02
Hdacl1 6.34 | 7.05 6.3 | 1.63 | 6.00E04 | -1.68 | 9.00E04 | -1.03 | 8.37E01
Sirtl 9.33 9 94 | -1.26 | 9.00E03 | 1.32 | 2.04E02 | 1.05 | 9.40EO01
Sirt2 775 | 879 | 7.34 | 2.05| 1.98E05 | -2.74 | 6.27E06 | -1.33 | 7.48E02
Sirt3 5.7 529 | 565 | -1.32| 1.54E02 | 1.28 | 5.27E02 | -1.03 | 7.82E01
Sirt4 585 | 6.34 | 579 | 14 | 490E03 | -1.46 | 7.70E03 | -1.04 | 9.27E01
Sirts 6 6.55 | 543 | 147 | 1.70E03 | -2.17 | 4.76E05 | -1.48 | 1.37E02
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17825960 Sirt6 7.82 | 895 | 889 218 3.00E04 | -1.04 | 9.68E01 | 2.09 5.00E04
17664047 Sirt7 6.17 | 6.11 | 6.22 | -1.05| 9.71E01 | 1.08 | 3.55E01 | 1.03 | 3.53E01
17685148 Rnf2 10.21| 9.11 | 1041 214 | 1.33E06 | 2.46 = 1.05E06 | 1.15 | 1.35E01
17753206 Ringl 6.83 | 6.02 | 6.38 .1.76| 5.00E04 | 1.28 | 1.27E01 | -1.37 | 2.45E02
17717361 Bmil 8.88 | 9.28 | 9.02 | 132 | 7.30E03 | -1.19 | 1.35E01 | 1.1 | 2.60E01
17665449 Dzip3 8.75 | 7.05 | 833 | -3.25 1.19E07 | 2.42 6.55E06 | -1.34 | 5.90E03
17661681 Brcal 872 | 7.27 | 86 | -2.75 9.02E07 | 2.52  8.50E06 | -1.09 | 3.57E01
17865233 Bard1 83 | 7.56 | 9.06 | -1.66 | 4.69E05 | 2.82 @ 4.76E07 | 1.7 | 1.00E04
17798824 RNf20 764 | 6.67 | 7.04 -1.96| 4.00E04 | 1.29 | 1.25E01 | -1.51 | 1.70E02
17620925 RNf40 8.02 | 733 | 7.4 | -1.61| 2.00E04 | 1.05 | 9.79801 | -1.54 | 4.00E04
17875481 Ube2a 763 | 6.85 | 811 -1.71| 4.00E04 | 2.39 = 2.79E05 | 1.4 | 2.94E02
17656025 Ube2b 9.93 | 10.1 | 9.97 H 1.13 | 2.08501 | -1.1 | 3.83E01 | 1.03 | 8.54E01
17697453 Ube2el 9.59 | 8.98 | 10.03| -1.53 | 2.00E04 | 2.08 1.05E05 | 1.36 | 8.50E03
17742867 Ube2d3 956 | 8.09 | 9.36 | -2.78 1.82E07 | 2.41 @ 2.25E06 | -1.15 | 1.57E01
17753738 Histone RNf8 7.82 | 569 | 759  -4.39 1.32E08 | 3.73  1.04E07 | -1.18 | 1.53E01
17669826 | ubiquitination Rnf168 7.75 | 6.01 | 7.63  -3.33 3.70E07 | 3.06 2.43E06 & -1.09 | 5.34E01
17846959 Msl2 10.11 | 10.07 | 10.25  -1.03| 9.75E01 | 1.13 | 2.62E01 | 1.1 | 2.56E01
17712972 Culda 8.15 | 7.52 | 85 | -1.54| 2.00E04 | 1.97 | 3.04E05 | 1.27 | 6.99E02
17870464 Cul4b 9.88 | 9.53 | 9.65 | -1.27 | 9.80E03 | 1.09 | 3.83E01 | -1.17 | 1.03E01
17624053 Ddb1 1061 9.4 | 9.96  -2.3 | 1.08505 | 1.47 | 8.00E03 | -1.57 | 3.30E03
17774514 Ddb2 6.67 | 7.16 | 75 | 1.4 | 3.20803 | 1.27 | 557E02 | 1.78 | 1.00E04
17830895 Rbx1 8.92 | 7.55 | 8.46  -2.58 3.07E07 | 1.88 | 4.44E05 | -1.37 | 2.80E03
- Ube2n - - - - - - - - -
17613043 Ube2s 9.91 | 9.64 | 9.34  -1.21| 4.13E02 | -1.23 | 5.28E02 | -1.49 | 9.00E04
1780864 Mysm1 7.17 | 6.62 | 6.7 | -1.47| 1.73602 | 1.06 | 8.25E01 | -1.39 | 4.44E02
17640110 Otub1 10.19 | 11.24 | 10.5 | 2.08 | 1.53E05 | -1.67 | 3.00E04 | 1.24 | 1.80E01
17853610 Usp3 84 | 793 | 9.21 | -1.38| 6.10E03 | 2.43 @ 3.85E06 | 1.75 | 9.38E05
17643641 Usp7 10.67 | 9.08 | 10.06  -3.02| 1.01E07 | 1.98 | 1.11E05 | -1.53 | 1.50E03
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17730585

17875719

17671643

17664455

17686629

17656917

17629362

17671841

17827639

17689430

17862643

17870216

17706179

Uspl10 9.22 | 7.54 8.2 | -3.22 | 9.01E08 | 1.58 | 7.00804 | -2.03 | 1.29E05
Uspll 8.33 | 105 | 8.62 | 4.49 | 5.39E08 | -3.69 | 4.91E07 1.22 | 1.66E01
Uspl2 744 | 651 | 7.44 | -1.9 | 1.20E03 1.9 7.00E04 -1 5.18E01
Uspl6 769 | 742 | 6.79 | -1.2 | 1.05E01 | -1.55 | 2.60E03 | -1.87 | 1.00E04
Usp21 747 | 697 | 7.11 | -1.41| 1.39E02 11 6.67E01 | -1.28 | 5.77E02
Usp22 10.89 | 11.22| 114 | 1.26 | 2.59E02 | 1.13 | 2.77E01 1.43 | 3.40E03
Usp29 457 | 537 | 474 | 1.75 | 2.30E03 | -1.55 | 6.40E03 | 1.13 | 8.99E01
Usp42 9.52 9.6 991 | 1.06 | 5.98E01 | 1.24 | 6.02E02 1.31 | 1.79E02
Usp44 6.27 | 6.48 | 6.57 | 1.15 | 7.55E02 | 1.07 | 9.98E01 1.23 | 9.92E02
Usp46 563 | 561 | 552 | -1.01| 7.69EO01 | -1.06 | 9.35E01 | -1.08 | 8.81E01
Usp49 6.04 | 706 | 7.27 | 2.03 | 8.29E05 | 1.15 | 3.65E01 | 2.34 | 3.99E05
Brce3 735 | 7.07 | 844 | -1.21| 6.97E02 | 259 | 3.46E06 | 2.14 | 1.76E05
Bapl 7.9 8.34 | 8.63 | 1.36 | 1.40E03 | 1.22 | 5.91E02 1.66 | 7.80E05
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épigénétique, nous déterminons si les dynamiques de 5mC et des histones H3K4me2 H3K4me3
établisin vivo sont reprodues dans ce modéle.
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Résumé en francais

La reprogrammation épigénétique est une étape critique dans le développement des cellules
germinales males qui aeli pendant la vie périnatale. Elle se caractérise par le remodelage de
différentes marques épigénétiques telles que la méthylation de 'ADN (5mC) et la méthylation de
I'nistone H3. Il a été suggéré que les perturbateurs endocriniens peuvent affecémoiépide la

lignée germinale méle en modifiant la reprogrammation épigénétique, mais les mécanismes

impliqués sont encore inconnus. Nous avons précédemment utilisé un systéme de culture
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organotypique, qui maintient le développement des différentstypesede | ul es du t est i
pour évaluer les effets de divers perturbateurs endocriniens (PE) sur la gamétogenese et la
stéroidogenése chez le rat. Nous émettons I'hypothese que ce modele de culture peut reproduire la
reprogrammation épigénétique dansgjesocytes. Notre objectif était d'établir la cinétique de trois
marques épigénétiques tout au long du développement périnatal cheznlevikat et de les
comparer aprés différents temps de culture. En utilisant I'immunofluorescence, nous avons montré
gue H3K4me2 augmentait transitoirement dans les gonocytes a 18.5 jouesipmst (jpc), tandis

gue H3K4me3 augmentait de maniére stable des g®dg 18.5 jpc jusqu'a la naissance. La

5mC a augmenté progressivement de 20.5 dpc jusqu'a la naissand#is&mt des gonocytes
exprimant la GFP purifiés a partir de rats GESFP, nous avons établi la chronologie de la
reméthylation deH19 et Snrpndans les gonocytes de rat. En outre, en utilisant des testicules
explantés a 16.5 ou 18.5 jpc et cultivés pan@aa 4 jours, nous avons démontré que la cinétique

des variations de H3K4me2, H3K4me3, de la méthylation globale de I'ADN et des empreintes
parentales, peut étre globalement reprodeitevivoavec le modéle d'organe culture sans ajout de
sérum. Cette ate réveéle la chronologie de trois marques épigénétiques (H3K4me2, H3K4me3 et
5mC) et les patrons de méthylation des régions différentiellemehiyl®és (DMR) deH19 et
Snrpndans les gonocytes de rat au cours du développement périnatal. De plus, bais résu
suggerent que la culture organotypique peut reproduire le processus de reprogrammation
eépigénétique et peut étre utilisée pour étudier Bichples produits chimiques environnementaux

sur I'établissement de I'épigénome des cellules germinales males.
1.1 Abstract :

Epigenetic reprogramming is a critical step in male germ cell development that occurs during
perinatal life. It is characterized/tihe remodeling of different epigenetic marks such as DNA
methylation (5mC) and methylation of histone Hhds been suggested that endocrine disruptors
can affect the male germline epigenome by altering epigenetic reprogramming, but the
mechanisms invged are still unknown. We have previously used an organ culture system that
maintains the development of tbdferent fetal testis cell types, tvaluate the effects of various
endocrine disruptors (ED) on gametogenesis and steroidogenesis @t e hypothesize that

this culture model can reproduce the epigenetic reprogramming in gonocytes. Our aim was to

establish the kinetics of three epigenetic marks throughout perinatal developmeninnviats
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and compared them after different culture timdsing immunofluorescence, we showed that
H3K4me2 transiently increased in gonocytes at 18.5 dayscpism (dpc), while H3K4me3
displayed a stable increase in gonocytes from 18.5 dpc until after birth. 5mC progressively
increased from 20.5 dpc until eftbirth. Using GFRpositive gonocytes purified from GEESGFP

rats, we established the chronology ofwethyhation of H19 and Snrpnin rat gonocytesMost
importantly, usingtestis explanted at 16.5 or 18.5 dpc and cultured for 2 to 4 days,
demonstrated that the kinetics of changeld3iK4me2, H3K4me3, global DNA methylation and

on parental imprintgzan genally be reproducedx vivowith the model of organ culture withbu

the addition of serunilhis study reveals the chronology of three epigenetic marks (H3K4mez2,
H3K4me3 and 5mC) and the patterns of methylatioHI® and Snrpndifferentially methylated
regions (DMR) in rat gonocytes during perinatal developm®fdst importantly, our results
suggest that the organ culture can reproduce the process of epigenetic reprogramming and can be
used to study the impact of environmental chemicals on the establisbihrieatmale germ cell

epigenome.

[1.2 Introduction :

Germ cell development in mammals is a unique and complex process encompassing cell migration,
proliferation, quiescence, differentiation, and meiosis. Germ cell differentiation is initiated in the
embryo when a small number of cells from the epiblastpiti@ordial germ cells (PGC), acquire

the germ cell lineage fate and migrate to colonize the genital (Bljeou and Yamaji, 2012)

These cells subsequently commit to male or female developmental pathway depending on the
surrounding somatic environment. In thale gonad, Sertoli cells surround the germ cells, named
gonocytegqClermont & Perey, 1957Yorming seminiferous cords. Gonocytes proliferate before
entering a quiescent phasiere the cells are in GO cell cycle arr@dbuiller-Fabre et al., 2003)

After birth, mitosis resumeand the gonocytes progressively differentiate into spermatogonia,
which are responsible for the continuous sperm produatiaadulthood(Rouiller-Fabre et al.,

2003) In brief, perinatal development represeatkey developmeat step for the germline as

male germ cell fate is programmed.

One of the key events that occurs in germ cells during thnatow of development is epigenetic
reprogramminga resetting of the epigenome that is critical for thesablishment of parerta

imprints, erasure of epimutations, and generation of the transcriptional identity of the g€érgnline
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et al, 2015) This reprogramming occurs in part through DNA methylation andtpasslational
modifications of histones whichemterrelatedLy et al., 2015)Briefly, in PGC, there is a unique
transient loss of DNA methylation assaigid with the increased methylation of lysine K27 of
Histone 3 (H3K27me3jCantone & Fisher, 2013; Hajkova et al.080Q Ly et al., 2015)This is
followed in gonocytes by a progresside novoestablishment of DNA methylation patterns
specfic to male germ cellg§Rose et al., 2014; Trasler, 2009his event is associated with the
trimethylationof lysines 4 and 9 of Histone 3 (H3K4me3 and H3K9n{&R®k et al., 2011; Ly et

al., 2015) Importantly, it has been shown that the dynamics of epigenetmgr@omming in germ

cells is finely tuned by DNA methyltransferases (DNMTEstone methyltransferases (HMTS)
and histone demethylases (HDM3Yyasler, 2009) Disruption of these processes could have an
impact on the subsequent germ cells. In fact, DNA methylation plays an important role in
successful spermatogenesis as germ cell specific (GCS) knockout mrenfé8aor Dnmt3lor

mice mutated foDnmt3care infertile due to meiotic arre@arau et al., 2016; Trasler, 2009)
addition,impairment of epigenetic reprogramming during perinatal develepnihas been shown

to permanently affect the sperm epigenome, which md¢ouldlead to adverse progeny outcome
(Frick etal., 2011; Radford et al., 2014; Siklenka et al., 2015)

It was shown thah uteroexposure to mamade chemicals that can mimic steroamones such

as vinclozolin, bisphenol A, or g4R-ethylhexyl)phthalate, can affect DNA methylation in mature
sperm (Igbal et al., 2015; Mattison et al., 2014; Wu et al., 20IT8ese compounds are called
endocrine disruptors (ED) and in the last 60 years, there has been increasing concern about their
impact on male repductive healtlfToppari, 2002)Indeed, correlating with the rising production

of ED, an increased frequency of human male reproductive disorders has been observed
worldwide, including testicular caec, disorders of sex development, cryptorchidism,
hypospadias, and poor semen qudl@harpe and Irvine, 2004; Skakkebaek et al., 20M&3se
disorders may result from impaired testicular developmentifsgly during perinatal life as
epidemiological and experimental data have established that exposure to EIh diéelycan
induce permanent defects in male fertilifyelbés et al., 2007; Skakkebaek et al., 2016, 2001;
Storgaard et al., 2006We have shown #t there is a specific window of development when
gametogenesis is most sensitive to estrdggencompoundgDelbes et al., 2007Nevertheless,
there are still gaps in the literature regarding the mechanisms by which EDs affect fetal germ cell

It was shown that such compounds can affect gene expression in gorjtglyae®t al., 2015)
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potentially affecting germline differentiation but very little is known abougtiver and how they

affect epigenetic reprogramming.

This lack of knowledge is in part due to a need of a robust study model. Stugigs allow
assessment of ED effects amale reproductive tract disorders such as hypospadias or
cryptorchidism(Yasuda et al., 1985s well as long term transgenerational effélgbal et al.,

2015) but they require the use of several animals as opposeditco models. Or powerfulin

vitro system that reproduces thevivo kinetics of perinatal testicular development is the organ
culture of rat fetal testd&ivera et al., P0O6). This technique allows the preservation of both tissue
structure and the interaction between the different cell populations of the testis. As with any model,
this techngue has limitations. In particular, the maintenance of testicular developmemntlgdre
achieved for a few days. Nonetheless, we and others have used this approach as a toxicological
test to evaluate the direct effects of various ED on gametogenessseaoidogenesis in rodent

and human testg®elbeés et al., 2007; Habert et al., 2014; Lassonde et al., . 2Bab)it is still
unknown wheter the epigenetic reprogramming that occurs in male germ cells at that time is
faithfully reproducedn vitro.

We hypothesize that organ culture of rat fetal testes can reproduce the epigenetic reprogramming
in gonocytes.To test this hypothesis, we qudied three key epigenetic marks after different
culture times: DNA methylatio(bmC),dimethylation and trimethylation of histone H3 on lysine

4 (H3K4me2, H3K4me3). These marks were chosen because it was shown that 5mC and
H3K4me3 vary during developmeahd reprogrammingn vivo (Abe et al., 2011; Cantone &
Fisher, 2013; Rose et al., 2014)wever, little is known about H3K4me2. Importantly, as the
chronology of epigenetic reprogramming has mostly been establishmice, this study also
guantified the dynamics of the key epigenetic marks in rat gonocytes throughout perinatal

development.
[1.3 Material and methods :
Animals

Transgenic Spragdeawley ratexpressing gerrsell-specific GFRGCSEGFP), were genered
and generously provided by Robert E. Ham@onkhite et al., 2005)The animal studies were
conduded in accordance with the guidelines set out by taea@ian Council of Animal Care

(CCAC) and as reviewed and approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of
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the INRS (Protocol N°: 15106). Females were caged with males for one nighvagohal smears
were done the following day to identi§permpositive females. That day was counted as 0.5 day
postcoitum (dpc). Pregnant rats were euthanized by &phyxiation and subsequent cervical

dislocation. The fetuses were removed from the stetacapitated, and placed on ice.
In vivo and in vitro sample collection

To analyse expression levels of different epigenetic mankso, testesvere sampled at different
stages of development covering the time of DNAnethylation (7; 9): 16.5, 18.5, 20dpcand 3

days pospartum @pp. For organ culre, testes were sampled at 16.5 dpc or 18.5 dpc and
maintained in culture for-8 days to repduce the same developing time windowirayivo.
Analyses werelone on testes retrieved after 2 and 4 days of culture when explanted épd.6.5
and after 3 dys of culture when explanted at 18.5 dpigure 1) When sampled or at the end of
the cultureperiod, some testes were fixed while others were pooled for germ cell purification
(Figure 1).

Organ culture

Testes were sampled from fetuses obtained at 1%518.5 dpc. Organ culture was done as
previously describedLivera et al., 2006)on Millicell culture inserts (Millipore PICM01250,

Etobicoke, Ontario, Canagl floating on culture media (DMEM/E2, HEPES 15mM), no phenol

red; #11039021, Life Technologs, Burlington, Ontario, Canada) containing 0.04 mg/mL
Gentamicin (Life Technologies, #15080). Briefly, each explanted testis was placed in cold

HBSS (Life Technologies, #14175095), cut in two or four equal parts when sampled at 16.5 dpc
orl85dpcrepecti vely and placed on a culture inseil

maintained at 37°C and 5% eénd media was changed daily.
Immunofluorescencefor H3K4me2 and H3K4me3

Testes sampleoh vivo or after organ culture were immersed overnight in freshly prepared 4%
paraformaldehyde fixative (Electron Microscopy Science, Hatfield, PA, USA), dehydrated,
embedded in paraf f i n,histalogidal analysis. Benausg the GirP pretaint i o n
carried in germ cells by our transgenic animals could not be detected after fixatiosedvHSP90

as a germ cell specific markéOhsako et al., 1995)Tissue sectins were deparaffinised,

rehydrated, submerged in the antigen retrieval tris buffer at pH 9 (tris 20mM, EDTA 1mM, tween
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20 0,05%, pH 9) and microwaved for 3 min at full power or until the solution came tbthéoi

7 min at 30% power. Slides were leftdool down in the solution for 15 min at room temperature
then rinsed with double distilled water (dgB). All incubations with antibody/serum were done
in a humidified chamber (Simport Scientific, Beloeil, Qae, Canada) and subsequent washes
were in PBS Tissue sections were blocked with a 58\ BSA (SigmaAldrich, #A4503,
Oakville, Ontario, Canada) solution for 30 min before incubation overnight at 4°C with anti
H3K4me2(Nair et al., 2012]1:500, rabbit, # 9726, Cell Signaling, Danvers, MA, USA) or-anti
H3K4me3(Song et al., 2014)L:500, rabbit, Cell Signaling, # 9751) antibody in combination with
the anttHSP90 (1:200, mouse, #610419, Bidsciences, San Jose, CA) diluted with 1% BBA
PBS. Slides were then washed and incubated with goathante 488 (1:200, Life Technologies,
#A11001) and goat antabbit 594 (1:200, Life Technologies, #A11037) for an hour at room
temperature. Followigp washes, slides were mounted in SlowFade DradmAntifade Mountant
with DAPI (Life Technologies, #S36972). Negative controls were done by omitting the primary
antibodies. Moreover, non cressactivity of the antibodies with unmodified histone H3 has been
confirmed by western blot (see Additionakfili Figure S. 1).

Immunofluorescence for 5mC

Following rehydration, tissue sections were incubated 5 min with pepsin (Bilgineh, #R2283)

at 37°C then washed with PBS before incubation with HCI 0.2 NiGanin at 37°C. Slides were
washed and incubad 10 min with HCI 2N at 37°C. Following further washes, tissue sections were
incubated with 5mC antibod{Costa et al., 2016; Heras et al., 204150, mouse, #4014100,
Epigentek, Farmingdale, NY, USA) diluted with 1BSA in PBS overnight at 4°C. Slides were
then washed and incubated with goat-ambuse 594 (1:200, Cell Signaling, #8890) and processed

as aboveNegative controls were done by omitting the primary antibody.
Image capture and immunofluorescence quantifiation

Sections of all stages were placed on the same slide allowing comparison of immunofluorescence
intensity. As a reference for normalization, one 16.5 dpc testis section from the same specimen
was placedon each slide and used in all staining. Regmé&gtive images of stained testicular
sections were taken using a Nikon eclipgeSTinverted microscope (Mississauga, Ontario,
Canada) equipped with a BF82 camera and the NiElements imaging software. Colopictures

were first converted to monochromsing Image J software (National Institute of Health). The
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region of interest was determined as being inside the seminiferous tubules and the Sertoli cell ring
was distinguished from HSP9&munostained gonoayts . Usi ng t hpeoilnnadg et aJo 16,
points were drawn in the nucleus of each gonocyte (H§@3@ive) and each Sertoli cell (HSR90

negative) of that region. This was repeated for 100 cells/section/biological replicate. The mean
fluorescence (expssed in pixel intensity) was then calculated dach cell type and normalized

using the value obtained for the reference 16.5 dpc testis sample.

Germ cell purification

We used rats that express GFP (GFP+) specifically in germ cells which allows panifefagerm

cells at different stages of dewpment or after culture. Explanted testes were pooled per litter and
slightly cut to expose the seminiferous tubules, immerged in a solution of 1 mg/mL collagenase
(Sigma, #C9891) and 0.02 mg/mL DNase (Signix327) for 15 min at 37°C then centrifuged 5

min at 500g. The pellet was-geispended in 0.25 % trypsHEDTA (Life Technologies, #25200

056) and incubated 10 min at 37°C after which 10% fetal bovine serum (FBS) (Life Technologies,
#10099133) was added toeutralize trypsin. Cells were filtered wittra0 e m st r ai ner ( :
Fisher Scientific, Ottawa, Ontario, CA), centrifuged 5 min at 500g and suspendegaortgyaffer

(PBS 1X no Ca2+, no Mg2+ supplemented in EDTA 1mM and HEPES 25 mM and 1% de FBS)
prior to cell sorting with FACSJAZZ (BD Biosciees, San Jose, CA) at an event rate of
~2500/second. The sort gates were set on forward and side scatter, trigger pulse width and GFP
expression. Cells were interrogated using a 488 nm laser, and emissionasasaaeising 530/40
(FITC/GFP) and collectedni FBS. After sorting, both GFpositive and GFegative cell

fractions were washed with HBSS and counted. Sorted cells werdridasim and stored a80°C

until DNA extraction. After culture, 46 testes wer pooled and processed similarly but without
trypsin treatment. For each fraction at each stage, we evaluated the purity by calculating the
percentage of GFpositive or GFPhegative cells respectively on a hematocytometer (Table 1).
GFP-negative fractionsvere all 100% pure. Importantly, GH#®sitivecell fractions after culture
showed | ow purity in term of GFP signal but
morphology (see Table 1 and Additional fil& Figure S. 2). This suggested that FAC®iag

decreased the GFP signal in these cells.
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Table 1: Purity of GFP-positive fractions obtained at sampling or after organ culturePurity
was evaluated on a haemocytometer based on fluorescence and morpgkibtizgg.are expressed
as mean + SEM (n 4-13).

Percentage olGFP- Percentage of gonocytes
positive cells based on morphology

16.5dpc  92.85%+ 1.13 % (n=13) 96.26 % + 1.09 % (n=13)

185dpc  91.88 % +1.18 % (n=4)  97.34 % + 1.55 % (n=4)
20.5dpc  78.33% +2.91% (n=4)  99.27 %t 0.73 % (n=4)

3 dpp 91.59 % #2.78 % (n=5)  97.06 % + 2.24 % (n=5)
16.5 dpc + 2d  66.00 % + 4.88 % (n=5)  97.71 % + 2.29 % (n=5)
16.5dpc + 4d  61.85% + 9.04 % (n=4)  83.75 % + 13.89 % (n=4)
18.5dpc + 3d 61.27 % +6.00 % (n=5)  97.01 % + 1.23 % (n=5)

Age of sampling

DNA extraction

Cell pellets were thawed prior to extracting DNA using the Qiagen kit, QlAamp DNA micro
(#56304, Qiagen, Toronto, Ontario Canada). Bri
K were added to cells and incubated for 1h at 56°C witkewortexing every 30 min. After

i ncubati on, 50 eL of buffer ATL and 100 €L o
foll owed by the addition of 100 eL of filterec
as per manuf ac tndquantfiédssing asgettrophaoameter NanoDaop 14000

(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). DNA was stored-20°C until use if not converted

on the same day.
Bisulfite conversion

Because the amount of DNA that was available for bisulfite colmvevgas limitedoy the number

of sorted cells that could be obtained, especially after culture, we used different conversion kits
depending on the amount of available DNA. The kit EpiTect Fast Bisulfite conversion (Qiagen,
#59824) was used for samples witlore than 50tg of DNA while the EZ DNA Methylation

Direct (#D5020, Zymo Research, Irvine, CA, USA) was used for samples with less than 500 ng of
DNA, with a minimum of 100 ng of DNA per react

instructions ad converted DNAwvas stored a20°C until use.
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Pyrosequencing

The DNA methylation levels at differentially methylated regions (DMR) of paternidil@)(and
maternally methylatedSihrpr) imprinted genes in both gonocytes and somatic cells were analyzed
using the PyroMarkQ24 Advanced (Qiagen). We used the CpG rich repeat regions mapped by
Stadnicket al. (1999) (Stadnick et al., 19990 locate the studied DMR dfi19. For Snrpn
genomic locabns for the DMRs in the mouse established by Shemnel (1997)(Shemer et al.,
1997) were overlapped with the rat sequence (RGSC Rnor_6.0, July 2014) provided at
http://genome.ucsc.edlCpG rich regions were then located using the CpG prediction program,
MethPrimer(Li & Dahiya, 2002) ThePyroMark Q24 Advanced software was used to design the
best primers for the regions of interesll9 = f or Ww@BTATTTAGGTGATTTGGGA-
TATT-3 6, bi oti nyl atACATTTAAAGNTATAALAA: TAATGCECTTCT-3 6 ,
sequenceAThRGAATTTIARGTTTTTTTTTATGG-3 6Snrpn = forward: TGGTGGTTF
GAGGTTGTTGAT, biotinylated re e r s-ECCTARABACCCAAAAACCATTCAATAAC -3 6,
sequenGCATGTAGBAGTTATGT-36. Assays were designed to
level of 7 and 5 CpGs fat19andSnrpnrespectively (Fgure 5A). Converted DNA was amplified

using HotStarTagq kit (Qiagen, #203443). 50 to 100 ng of converted DNA was used per reaction in
avolumeof2%5 0 e¢eL with the following cycle repeated
30 sec athe annealingemperaturelf19= 51°C;Snrpn= 60°C), 15 sec at 72°C; this was followed

by a 10 min step at 72°C. PCR products were store&2DC until analysisAmplified sequences

were sequenced using the PyroMark Q24 Advanced CpG kit (Qiagen, #9@0828g PyroMik

Q24 Vacuum Workstation as per manufacturero6s

Statistical analysis

All values are means + SEM of 3 biological replicates obtained from different litters. All statistical
analyses were done using GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, LaAloWgA). The level

of significance for all statistical tests was sep#0.05. All parameters obtaineth vivo were

analyzed usingaoneay ANOVA foll owed by Tukeybds test.
between the mean values of testes at the sthgampling and testes after organ culture were
evaluated using a oreay ANOVAf ol | owed by Tukeybds test at 16
unpaired-test at 18.5 dpc.
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Il.4 Results:
Histone 3 methylation

We assessed the expression level of two histanetBylation marks known to vary during male
mouse gonocyt EAbebet al, 204k Cantpnm and Fisher, 2013; Ly et al., 2015b)

test if thein vitro kinetics followed the same patterniagivoin rat gonocytes, testes were sampled
from different key stages of development, equivalent to different times of oudfamec(Figure

1). Using immunofluorescent esiaining, we assessed the expression of H3K4me2 (Figure 2) and
H3K4me3 (Figure 3) in gomytes (HSP94gositive cells) and Sertoli cells (HSR@6gative cells

within the seminiferous cords).
Dimethylation of hikone H3 on lysine 4 (H3K4me2)

H3K4me2 was present in the nucleus of all cell types in the fetal and postnatal testes at all stages
studed, with an evident transient increase in gonocytes at 18.5 dpc (Figure 2A). Further
guantification confirmed such vatian throughout perinatal development (Figure 2C).
Interestingly, H3K4me2 level in gonocytes was highest at 18.5 dpc and signifidentlyased
onwards until 3.5 dpp (Figure 2A, C). In parallel, H3K4me2 levels were stable throughout time in
Sertoli cells(Figure 2D).

In vitro, the semiguantitative study revealed a slight but significant decrease in H3K4me?2 levels
in Sertoli cells fromestes cultured for 4 days when sampled at 16.5dpc, a change that was not
observedn vivo (Figure 2B, D). In parallel, #hlevel of H3K4me2 was not changed after 2 days

of culture when testes were sampled at 16.5dpc which suggest that the peak obdéhredpat

in vivowas not reproduced vitro. Interestingly, however, our data also showed that whether the
testes wereasnpled at 16.5 or 18.5 dpc, there was a significant decrease in the level of H3K4me2
in gonocytesn vitro at the end of the culture ped (Figure 2C). Overall, despite the shortcut of

the peak observed vivg this decrease mirrored the significant @ase observdd vivobetween

18.5 dpc and 3.5 dpp, indicating that the kinetics of changes in H3K4me2 levels in goitocytes

vivois partially reproducedh vitro.
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Trimethylation of histone H3 on lysine 4 (H3K4me3)

H3K4me3 was also present in the nusled all cell types in the fetal and postnatal testes at all
stages studied (Figure 3A). Observations on tissue sections suggesterkasd in the staining
intensity with time especially in gonocytes (Figure 3A). This was further confirmed by semi
guanttative analysis showing that H3K4me3 levels significantly increased between 16.5 and 18.5
dpc in gonocytem vivoand remained stabientil 3.5 dpp (Figure 3C). Interestingly, a progressive
increase of H3K4me3 level was also quantified in Sertoli cetlsawsignificant difference at 20.5

dpc compared to 16.5 dpc (Figure 3D).

In vitro, the semiguantitative study demonstrated a sigaint increase in H3K4me3 levels in
gonocytes and Sertoli cells after culture compared to the day of seeding (Fig@el3B,This
increase was specifically observed in the testes taken at 16.5 dpc already after 2 days of culture
and was then maintaineth addition, levels of H3K4me3 are maintained after 3 days of culture
when testes were sampled at 18.5 dpc (FigureD3dBThese data demonstrate that thevivo

kinetics of changes in H3K4me3 levels in gonocytes and Sertoli cells are reproduiten
DNA methylation (5mC)
Immunofluorescence

Similar to what was done for histone 3 methylation, we evaluated globaylat&th of DNA in

testicular cells using immunofluorescence for Snecause cataining with HSP90 was
impossible due to antigen retrieval methods to reveal 5mC, we identified cells based on nucleus
morphology. Indeed, gonocytes have round nucleus oftabotl 0 e m di ameter 1 n t
seminiferous cords, whereasr®li cells have small lobular nucleus of aboti4 ¢e m di amet er
the periphery of the corddlovi & Saba,1968) We detected 5mC in the nucleus of all somatic

cell types i the fetal and postnatal testes at all stages studied (Figure 4A). On the other hand, only
very low staining for 5mC could be observed in the nucleus of gonocytes from 16.5 dpc to 20.5
dpcwhen the signal increased until 3.5 dpp (Figure 4C). It is irtteget® note that from 16.5 dpc

to 3.5 dpp, some gonocytes exhibit some staining (Figure 4A, white arrow) while others did not
(Figure 4A, white arrowhead). Interestingly, when displayirgadfrom individual cells, we

observe a continuous variability dasing intensity at each stage of development suggesting that

re-methylation does not occur synchronously in rat gonocytes (see Additional filgare S. 3).
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The semiquantitative angiis of DNA methylation levels in Sertoli cells showed that it rieed
constant throughout the window of development studied (Figure 4D).

In vitro, while constant staining could be observed in the nucleus of all somatic cells (Figure 4B,
D), we observedmor very low staining for 5mC in all gonocytes in testes samgléé.& dpc

after 2 days of culture (Figure 4B). After 4 days of culture some gonocytes became positive for
5mC (Figure 4B, white arrow) while others remained negative (Figure 4B, whitehead). This
observation was confirmed by sequantitative analysishowing a decrease of 5mC staining in
gonocytes from testes sampled at 16.5 dpc after 2 days of culture, compared to staining level at
16.5 dpan vivo(Figure 4C). Furthermore, althougbnsignificant, a global increase was observed
from 2 to 4 days otulture suggesting a-gain of methylation that mirrors the vivo kinetics
(Figure 4C). Interestingly, the level of 5mC significantly increased after 3 days of culture in
gonocytes frontestes sampled at 18.5 dpc (Figure 4C) suggestingretigylationfollowing the

same kinetics as vivo (Figure 4B, C). In parallel, 5mC level in Sertoli cetlsvitro did not vary

at any time of culture studied (Figure 4D) reproducing what was olaserve/o.

Pyrosequencing

To test if normal DNA methylation patt@ng occurred in our organ culture model following the
same pattern as vivo, we first established the kinetics ofmeethylation of the DMRs 019
(paternally methylated imprinted gera)d Snrpn(maternally methylated imprinted gene) in rat
male gonocytes. Using pyrosequencing on genomic DNA extracted frorm&jaivesomatic

cells, we showed that the DNA methylation levels of #Hi® and SnrpnDMRs ranged between

34.0 to 48.7% (Figur&B). A smilar analysison genomic DNA extracted froi@FP-positive
purified gonocyteg,evealed thaBnrpnDMR methylation levels remained below 5% at all stages
studied (Figure 5C). Interestinglyhe averagdH19 DMR methylation level remained low in
gorocytes beteen 16.5 dpc (6.86 = 0.92%) and 18.5 dpc (2.86 + 1.13%) but then increased from
20.5 dpc (12.57 £ 5.92 %) until 3.5 dpp, where the highest level of methylation was measured
(78.64 £ 5.33%; Figure 5C). We also analyzed the level of DNA methylatigonogtes at each

CpG site forH19 DMRs and observed that the increase in the average DNA methylatitiBof

DMR at 20.5 dpc was in fact due to two CpG sites (site #2 and #6) that stood out from the others
(see Additional file I Figure S. 4). Thisnidicated hat those two sites are-neethylated earlier

than the other five since their level of methylation also increase at 3.5 dpp.
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In vitro, analysis of the DNA methylation 6f19 andSnrpnDMRs in GFRnegative somatic cells
showed levels ranging from1.2% to Z#.3% which are similar to those measuredvivo. In
addition,SnrpnDMR methylation levels in GFpositive gonocytes did not vany vitro over time

when testes were sampled at 16.5 dpc but slightly increased after 3 days of culture of testes
explanted atl8.5 dpc (Figure 5C). On the other hand, in ieBitive gonocytes purified after
culture of testes sampled at 16.5 dpc, the level of methylati6tl®DMR remained as low as

the level at 16.5 dpo vivoafter 2 days but increased after 4 dafysulture (Figure 5C). Similarly,

we observed that methylation levelsH£9 DMR significantly increased after 3 days of culture of
testes explanted at 18.5 dpc (Figure 5C). Looking aspreific methylation level in gonocytes,

it was interesting toote that ges #2 and #6 that were notedvivo, also stood out as the highest
methylated CpGn vitro both at 16.5 dpc after 4 days of culture and at 18.5 dpc after 3 days of
culture (see Additional file 1 Figure S.4)These results show that timevivo kinetics ofH19 and

SnrpnDMRs methylation in male gonocytes is reproduicedtro in rat fetal testis organ culture.
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Figure 1: Schematic representation of our sampling design throughout gonocyte perinatal
development in the rat Rat testes were collected at 4 stages of developnrentvo (solid red

boxes) or at three timepoints after culture (dashed red boxes). For organ culture, testes were
collected at 16.5 dpc and 18.5 dpc and cultured for 4 and 3 days, respectively. (1) Rp2@%kt al.
(Rose et al., 2014)
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Figure 2: Global changes of H3K4me2 in gonocytes and Sertoli cells in vivo and in vitrGo-

staining of H3K4me2 (red) with HSP90 (green: marker of gonocyte) was done on sections of rat
testes sampleth vivo (A) or after organ culture (B). Gonocytes (arrowhead) asdo$ cells

(arrow) can be observed on sections of testis samples at different istages and in vitro.
Immunofluorescence intensity was quantified in gonocytes (C) and in Sertoli cells (D). Data
represent the average normalized fluorescence intensity + SEM (n=3/time point). a,b,c: p < 0.05
between different stages in vivo using a-wvey ANOVA followedly a T u k-bogtess.*: po st

p < 0.05 between 16.5 dpc and different time of culture usompeavay ANOVA followed by a
Tukeyohsocpotsetst . ###: pO 0.001 between 18.5 dpoc
t-test. Scale = 56m
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Figure 3: Global changes of H3K4me3 in gonocytes and Sertoli cells in vivo and in vitrGo-

staining d H3K4me3 (red) with HSP90 (green: marker of gonocyte) was done on sections of rat
testes sampleth vivo (A) or after organ culture (B). Gonocytes (arrowhead) 8ertoli cells

(arrow) can be observed on sections of testis samples at different istages and in vitro.
Immunofluorescence intensity was quantified in gonocytes (C) and in Sertoli cells (D). Data
represent the average normalized fluorescencesityet SEM (n=3/time point). a,b: p<0.05

between different stag@svivousing a onavay ANOVA f ol | owed b3yroctestFukeyds
p< 0.05, **: pO 0.01, ***: pO 0.001 bet-ween 1
way ANOVA followed by aT u k e y éhsc tgstoScdle = 5m.
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Figure 4: Global changes of DNA methylation ingonocytes and Sertoli cells in vivo and in
vitro . Co-staining of 5mC (red) and DAPI (blue) was done on sections of rat testes sampled
vivo (A) or after organ culture (B). Note that at all age, we observed both unmethylated
(arrowhead) and methylated gmytes (arrow). Immunofluorescence intensity was quantified in
gonocytes (C) and in Sertoli cells (D). Data represent the average normalizessdance
intensity + SEM (n=3/time point). a,b: p<0.05 between different stegeiyo using a onavay
ANOVAfol | owed by -hoctesh K e30.05betweers18.5 dpc and after culture using
a student unpairedtést. Scale = 56m
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Figure 6: Summary of the dynamic changes in the levels of H3K4me2, H3K4me3 and 5mC
in rat perinatal gonocytes in vivo (full line) and in vitro (dashed line)

[1.5 Discussion:

Epigenetic reprogramming is a key event occurring in germ cells during perinatal development
and is essential for the establishment of germline fate. The dynamic chandgebabf@NA
methylation and histone modifications associated with epigenetic repmagng have mostly

been described in the mougkbe et al., 2011; Ly et al., 2015; Wu et al., 2018)fact, it is
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generally considered that these global changes are conserved agrosaliaa specie€Chen and

Riggs, 2011; Li, 2002)but the extent to which the exact timing is preserved remains largely
unknown. In thepresent study we have quantified three epigenetic marks that had been shown to
vary in mouse gonocytes during perinatal developn@@bt et al., 2011; Ly et al., 2015; Wu et

al., 2015) Our study is the first to characterize thevivo dynamics of the histone modifications
H3K4me2 and H3K4me3 in fetal male gonocytes of Sprague Dawley rats during late gestation.
Using immunofluorescence, we were able to quantify the pattern of H3K4rdd23¢ime3 in
gonocytes and Sertoli cells. We shovikdt H3K4me2 levels display a transient increase in rat
gonocytes at 18.5 dpc and decreases thereafter until after birth. On the other hand, we showed that
H3K4me3 was detectable in gonocytes at all stagedied and increased from 16.5 dpc to 18.5

dpc b remain constant. While H3K4me2 had not been described in mice, the H3K4me3 pattern
described in rat correlates nicely with what was observed in mouse gonocytes where it has been
shown to increase betwe#h.5 dpc and 17.5 dpc. Interestingly, we obsetkiatiH3K4me3 levels

also increased in Sertoli cells which, to our knowledge, had not been described before. Since
H3K4me2 and H3K4me3 are related to transcription activd@antone & Fisher, 2013jheir
dynamic could be associated with the settip of the transcriptional identity of the diféert
testicular cell typegBoulogne et al., 2003; Ndlhemaat et al2011; Orth, 1982)

The global DNA methylation esare in PGCs followed by a-reethylation in gerrcells in a sex
specific manner has been described in mouse, rat, and Hugnahal., 2015; Rose et al., 2014;
von Meyenn & Reik, 2015)but the specific timing might differ between species. For example,
while in mousethe onset of DNA remethylation occurs at some impakloci and at repetitive
elements from 15.5 dpc, data from Resal.suggest that this occurs later in Wistar rat gonocytes
(Rose et al., 2014)ndeed, in rats, there is a 2 days differemcganocyte development so that
the equivalent of mouse 15.5 dpc would be 17.5 dpc i(Cuaty, 2009) However, the onset of
re-methylation in rat has been described at 19.5 (®mse et al., 2014)Our present data also
support a delay in the4aethylation phases in rat gonocytes compared tcsenganocytes as we
characterized DNA renethylation only from 20.5 dpc onwarthis was observed both for global
DNA methylation measured by immunofluorescence and, for the first time in rats, on two
imprinted genes using pyrosequencing of genomic DNA indtafrom purified gonocytes.
Interestingly, our data also suggest that DNAnethylation does not occur synchronously in rat

gonocytes as from 16.5 dpc to 3.5 dpp some we observeehuttkus variability (Figure 4A,
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arrow and arrowhead). One could hyfpesize that such changes are due to a change in the
chromatin structure assated with cell cycle. Bt the fact that such variability can be seen at 20.5
dpc, a stage when all gonocytes ar&bhcell cycle arreqCulty, 2009) suggests that it is not.

It is known that DNA methylation and pesanslational modifications of histones are highly
interrelated(reviewed in Boulogne et al., 2003; NBhemaat et al., 2011; Orth, 1982) was
suggested that some histone modificatiamda be involved in the processad novanethylation
but the mechanisms aséll unclear(Morselli et al., 2015; Stewart et al., 2018y me studies
have shown that changes in H3K4me3 and H3K4me2 can precede or acca®pawDNA
methylation, these marks were proposed as good candidates talguidgoDNA methylation
(Abe et al., 2011Smallwood & Kelsey, 2012; Stewart et al., 2016n the other hand, others
suggested that methylation of H3K4 may act as a protective marksdigonovomethylation
(Morselli et &, 2015; Okitsu & Hsieh, 2007; Singh et al., 2013; Weber et al., 2(@¥h
interaction in gonocytes has yet to be elucidated. fdutings show that in rat gonocytes,
H3K4me2 levels decrease while H3K4me3 increases when 5mC increases (Figure 6). Such
kinetics of change suggests that histone 3 methylation may be involved in giedimyoDNA
methylation. Neverthelessn ithe presenstudy, only global changes were quantified which
significantly limits the interpretation of such interaction on specsegquence. Wther

investigation using sequencHiigsed techniques would be required to elucidate such a dialogue.

Alterations in epignetic reprogramming by EDs during perinatal life have been suggested to be
at the origin of male fertility issues, affengi the DNA methylation pattern in mature spekivu

etal., 2015) However, the mechanisms involved have not been elucidated yet. We have used the
organ culture of rat fetalestes to study the impadf various ED on gametogenesis and
steroidogenesis during perinatal (f2elbes et al., 2007; Habert et al., 20lldssonde et al., 2015)

It was proven to be a robust model to reproduce the kinetics of development of the rat fetal testis
(Livera et al., 2006)In thepresent study, we have foer characterized tha vitro development

of gonocytes and Sertoli cells in this culture system, assessing the kinetics of changes of the three
epigenetic marks studiaed vivo. Our immunofluorescence quantification results shbat the

global kinetics bthe three epigenetic marks studied were recovered in gonocytes matuwitng

when compared tm vivo (Figure 6). Indeed, DNA methylation patterns followed the same global

increase as measurad vitro especially in testesexplanted at 18.5 dpc aft@8rdays of culture.
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Similarly, the early increase and maintenance of H3K4me3 was faithfully reproduced. Only the
H3K4me?2 patterns were not completely faithful to those obsemvedo. Indeed, signal intensity

for H3K4me2 was abays lowerin vitro thanin vivo, in gonocytes and somatic cells, bypassing

the peak observad vivoat 18.5 dpcThis indicates that this specific mark may be more sensitive

to culture conditions or that some exogenous factors influencing the patteat ofark may be
missing. mportantly, these results were obtained in media deprived of FBS and very similar data
could be obtained when FBS was added to the culture media (see Additionél Filgute S. 5).

This demonstrates that the epigenetic re@gning occurs in fetal gerroells without the
addition of any exogenous factor. The mechanisms guiding these changes in gonocyte chromatin
are therefore driven only through autocrine or paracrine regulations.

Characterizing the methylation level of two inmted genes in purified taggyonocytes before or

after culture by pyrosequencing was made possible thanks to the use d&&HPSrat testis
(Cronkhite et al., 2005)The accuracy of the methylation levels measured by pyrosequencing
largely depends on the purity of the fractions obtained. We have quantified that cpo&tre
fractions contained at lea88.75 %o0f gonocytedike cells and that the GFRegative fractions
contained 100% of cells negative for GFP signal. We believe our cell sorting method is valid first
because in the GFHRegative fractions, we systematically obtained methylation levelathatery
similar to the mthylation profile expected in somatic cells. Moreover the methylation level of
Snrpn that is expected to be low in male germ cglisemer et al., 1997)emained below 5% at

all age studied in GFPpostive fractions. This confirms that our GHRegative and positive
fractions indeed represent somatic cells and gonocytes, respectively. Interestingly, sbhodata
that the remethylation ofH19 DMR that is expected in male gonocytes followed very simila
patternsin vitro compared to the one describedvivo. Specifically, we have shown that-re
methylation occurs first at specific CpG sitasvivo, a sequered pattern that is reproduced

vitro. On the other hand, the demethylated status dstinenDMR and the maintenance of DNA
methylation in somatic cells were also demonstrated. To our knowledge, this is the first time that
gonocytes have been purifi]dm rat fetal testes maintained in cultimevitro, which offers great
potential to study the alecular mechanisms by which epigenetics are regulated or altered

specifically in these cells.
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Together the results of the present study describe the perahatedology of three epigenetic
marks (H3K4me2, H3K4me3 and 5mC) and the pattern of methyldtidh®andSnrpnDMR in

rat gonocytes during perinatal developmeltost importantly, we demonstrated that the
chronology of those epigenetic marks can be eypredin vitro with the model of organ culture
without the addition of serum. Thus, we are cagrfidthat this model can be used to study the
process of epigenetic reprogramming in rat fetal germ cells. Furthermore, this model represents a
powerful tool tostudy the impact of environmental chemicals on the establishment of those

epigenetic marks in fal male germ cells.
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1.7 Supplementary figures:

H3 |

H3-K4-2 H3-K4-3
(1/2000)  (1/2000)

Figure S. 1: Validation of H3K4me2 andH3K4me3 antibodies crosgeactivity. Western blot

was done with 10&eg of recombinant protein H3
Ontario, Canada). Membranes were incubated with-H®ti(1/10,000) (A), antH3K4me2

(1/2000) (B) and ariH3K4me3 (1/200P(C). The expected band can be wissed with antH3

at ~15 kD, but no band could be detected usingHBiKi4me2 or antH3K4me3 demonstrating

no crosseactivity against the full unmodified histone H3.
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Figure S. 2: Representative images dispersed cells from rat fetaktisbefore and after FACS

sorting. Testes were sampled at 18.5 dpc and cultured for 3 days prior to sorting by FACS. In the
unsorted cell population (A), GHpositive gonocytes (arrow) and GlRBgative somatic cells
(arrowhead) can be discriminated lheéfluorescence but also difference in cell morphology. In

the GFPposi tive fraction (B), al |l cells exhibite
bright field and some did not express GFP (*). Note that the i&gRtive gonocytes were stained

with Trypanb | ue (*) suggesting these cells died aft
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Figure S. 3: Global changes of DNA methylation in gonocytes in vivimmunofluorescence
intensity of 5mC was quantified in gonocytes (as in Figure 4). Dataepresented for 100
individual cells per testis at each time point (n=3/time point).
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Figure S. 4. H19 and Snrpn DMR methylation level per CpG site in gonocytes vivo and in

vitro. The percentage of methylation was obtained for each CpG site ip&ifie gonocyds at
different stage# vivoandin vitro. Data represent the average % methylation + SEM (n=3/time
point). *: p<0.05 between 16.5 dpc and different timepoints of @iliging a onavay ANOVA
foll owed by -heatedtukpeOyOb lsetwpen B8ficcand after culture using a student
unpaired ttest.
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Figure S. 5: Summary of the dynamic changes in the levels of H3K4me2, H3K4me3 and 5mC,

in rat perinatal gonocytes n vivo (full line) and in vitro with (red dashed line) or without

FBS (black dashed ihe). Immunofluorescence intensity was quantified in gonocytes. Data
represent the average normalized fluorescence intensity £+ SEM (n=3/time point). *: p< 0.05, **:
p O 10betWeen 16.5 dpc and different timepoints of culture using avageANOVA followed

byaT uk ey 6hso cp otsetst . #: p<0. 05, ###: pO 0.001 be
student unpairedtest.
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CHAPITRE Ill: SHORT -TERM IMPACT OF EXPOSURE TO ETHINYLESTRADIOL
EX VIVO, ON RAT FETAL TESTIS DEVELOPMENT, GENE EXPRESSION AND DE
NOVO DNA METHYLATION

Titre en francgais Impacta courtt er mee xdpeo slid@ i on ~ | 6®t hi nyl est
d®vel oppement du testicule fitaldedowo rat, | 6ex

Auteurs: Arlette Rwigemerg Lisa-Marie Legaulf, Serge McGraty Géraldine Delbs
Affiliations :
1INRS - CentreArmand Frappier Santé Biotechnologie, Laval, Quebec, Canada

2 Department of Biochemistry and Molecular Medicine, Université de Montreal, Research Center
of the CHU SaintgJustine, Montreal, Canada.

Contributions des différents auteurs:

AR:Ex®cution des exp®riences, analyse des donn
L-M L: préparation des librairies pour RRBS, analyse biostatistique

SM: analyse des données

GD : Conception du projet, analyse des donnéedwitiond e rticld a

Mise en contextedu chapitre :

Ce chapitre d®crit | es r®sultats doéune ®tude
des r®cepteurs aux T1strog nes, | 6®t hinyl estra
particulierement lesellules germinales ainsi que leur mét | ome et transcri pton
anglais sous forme doéarticle a pouwaaonnépuades dod av a
analyses supplémentaires seront a effectuer pour compléter cette étudsusialn porte
uniquement sur ledonnésactuellesLes perspectivede cette étudeesont abordées dans la partie

discussion générale de la these

152



Lestravaux de ce chapitre ont été communiquegafficheal a conf ®r ence annuel |
Societyof Andrology (ASA) en 201% ChicagoMa participation a cette conférence a été rendu
possiblepar | 6octroi débune bourse de voyage du R®
Centre de recherche en Reproduction et Santé Intergénérationnelle (CRDSINatiahal

Institutes of Health (NIH)Ces travaux ont également été communiqué par présentation orale lors

de |1 06®di tion dedu TaxedUQAMd(groupe ae rdecheranes en toxicologie de

| 6envi r onne me ndu Qutec d Mobtréal)a eMiordtéett p@ affiche lors du 51
symposiumannuel de la Société de Toxicologie du Canada a Otfaewax bourses de voyage
octroy®es par | a STC et | e Centre de Recherch

de participer a ce congres.

Rwigemera A Legault M., McGraw S., Delbes G.Impact of ethinylestradiol exposure on rat
fetal testis development and germ cell epigenoeérican Society of Andrology, conference
annuelle(3-6 Avril 2019).

A

Rwigemera A., LegaultdM., McGraw S., Delbées G.' 6 ®t hi ny |l estr adietdel al t
transcriptome des cel |l ul esSTOYENscallogneetitos20u t est
Mai 2019)

*  Prix de la meilleure présentation orale obtenu

Rwigemera A., Legault M., McGraw S., Delbés G. " @macterisation of theepigenetic
reprogramming in perinatal male rat germ cells and its sensitivity to ethinylestradiol " Société de

Toxicologie du Canada, 58ymposium annu€P-4 Dec. 2019)

Résumé en francais

La reprogrammation épigénétique esteugtape importante du développement périnatal des
cellules germinales caractérisée par un effacement a I'échelle du génome et un regain de la
méthylation de I'ADN (5mC) qui coincide avec une variation dynamique deificatidns post
traductionnelles desidtones. Il a été suggéré que la fenétre de reprogrammation épigénétique
pourrait étre ciblée par les perturbateurs endocriniens (PE) en mésalonnéesassociant

| " exposition aux PE p eatigha dutméthybmevdepermatozoida | e

Cependant, les effets immédiats de I'exposition aux PE sur I'épigénome des cellules germinales

153













































































































































































































































