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kinase kinase 1 

MAP3K4  Mitogen-activated protein kinase 

kinase kinase 4 

MAPK11 Mitogen-activated protein kinase 11 

MAPK14  Mitogen-activated protein kinase 14 

miARN  microARN 

NANOG Nanog homeobox 

NANOS2 Nanos homolog 2 

NCBI National Center of Biotechnology 

Information 

NODAL  Nodal growth differentiation factor 

NR0B1 Nuclear receptor subfamily 0, group 

B, member 1 

NR2F2 Nuclear receptor subfamily 2, group 

F, member 2 

NR5A1  Nuclear receptor subfamily 5, group 

A, member 1 

Nt  Nucléotides 

NUMB  NUMB, endocytic adaptor protein 

NTKR Neurotrophic tyrosine kinase 

receptor 

OMS  Organisation mondiale de la santé 

PAX2  Paired box 2 

pb  Paires de bases 

PCR  Polymerase chain reaction 

PDB  Protein Data Bank 

PDGF   Platelet-derived growth factor 

PDGFRA Platelet-derived growth factor 

receptor, alpha polypeptide 

PE  Perturbateur endocrinien 



 

   XIII 

PGD2  Prostaglandin D2 

piARN ARN interagissant avec la protéine 

PIWI 

PIT Proteomics informed by 

Transcriptomics 

POD1  Voir TCF1 

polyA  Poly-adénylé 

POU5F1 POU domain, class 5, transcription 

factor 1 

PRDM14  PR/SET domain 14 

préARNm ARN pré-messager 

pré-miARN précurseur des miARN 

PTCH1  Patched homolog 1 

PTGDS  Prostaglandin D2 synthase 

RISC  RNA-silencing complex 

RNA-seq RNA sequencing 

RPKM Reads per kilobase of exon model 

per million reads 

RSPO1  R-spondin 1 

RXFP2 Relaxin/insulin-like family peptide 

receptor 2 

SA  Semaine d’aménorrhée 

SAGE  Serial Analysis of Gene Expression 

SCARB1 Scavenger receptor class B, member 

1 

SCF  Stem cell factor 

scRNA-seq Single-cell RNA-seq 

SD  Semaine de développement 

SF1  Steroidogenic factor 1 

SIX1   SIX homeobox 1 

SIX4  SIX homeobox 4 

Smart-seq Switch Mechanism at the 5' End of 

RNA Templates sequencing 

SNP  Single nucleotide polymorphisme 

SOX10  Sry-like HMG-box protein 10 

SOX17  Sry-like HMG-box protein 17 

SOX2  Sry-like HMG-box protein 2 

SOX8  Sry-like HMG-box protein 8 

SOX9  Sry-like HMG-box protein 9 

SP1   Sp1 transcription factor 

SRB1  Voir SCARB1 

SRY Sex determining region chromosome 

Y 

STAR Steroidogenic acute regulatory 

protein 

STRA8  Stimulated by retinoic acid 8 

TCF21  Transcription factor 21 

TDS  Testicular Dysgenesis Syndrome 

TES  Testis-specific enhancer 

TFAP2C Transcription factor AP-2 gamma 

TGF  Transforming growth factor, beta 

TMM  Trimmed mean of M-values 

TPM  Transcripts per million 

TSS  Transcription start site 

VEGFA  Vascular endothelial growth factor 

A 

WGCNA Weighted Correlation Network 

Analysis 

WNT4 Wingless-type MMTV integration 

site family, member 4 

WT1  Wilms tumor 1 

ZFPM1  zinc finger protein, FOG family 

member 1 
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1. Introduction 

1.1. La transcriptomique 

 Le dogme central de la biologie moléculaire 

L’hérédité a suscité l’intérêt des scientifiques de tout âge (Lherminier, 1998). Le terme 

« gène » a été inventé pour désigner les unités définissant un caractère et responsables de son hérédité 

(Johannsen, 1909). Au début du 20ème siècle, les scientifiques pensaient que l’information génétique 

était portée par les protéines (Le Guyader, 2001). À la même époque, une des caractéristiques 

différenciant les animaux et les plantes était la composition de leurs tissus, le premier contenant de 

l’acide nucléique de thymus (acide thymonucléique) et le second contenant de l’acide nucléique de 

levure, ainsi nommés selon les premiers échantillons à partir desquels ils ont été purifiés (Cammack 

et al., 2006). Lorsque l’acide nucléique de levure a été détecté dans des cellules animales, ces deux 

molécules ont été renommées selon leurs structures biochimiques : l’acide thymonucléique devint 

l’acide désoxyribonucléique, l’ADN et l’acide nucléique de levure devint l’acide ribonucléique, 

l’ARN (Allen, 1941). À la fin des années 1920, Phœbus Aaron Levene avait identifié ses quatre 

composants de l’ADN : la cytosine, l’adénine, la guanine et la thymine (Tipson, 1957). Les bases de 

la biologie moléculaire sont posées grâce au concept « un gène – une enzyme » proposé par Beadle 

et Tatum en 1941 (Beadle and Tatum, 1941; Strauss, 2016). Trois ans plus tard, Oswald Avery 

découvre que les gènes sont portés par l’ADN (Avery et al., 1944), dont la structure en double hélice 

sera mise en évidence par Watson et Crick en 1953 (Watson and Crick, 1953), inspirés par les travaux 

de Rosalind Franklin (Franklin and Gosling, 1953a, 1953b) (Stasiak, 2001). C’est en 1956 que l’on 

retrouve les premières traces du « dogme central de la biologie moléculaire » émis par Crick, qui fait 

état de l’organisation du flux d’information entre ces entités (Crick, 1958). 

L’ADN est donc une macromolécule double brin, présent dans le noyau des cellules et 

composée d’acides nucléiques, l’adénine, la cytosine, la guanine et la thymine. L’ordre de ces quatre 

nucléotides définit la séquence et de ce fait, l’information génétique. La séquence d’un brin est 

complémentaire de l’autre brin, grâce à la complémentarité des bases : l’adénine et la cytosine 

s’associeront avec la thymine et la guanine respectivement. Celle-ci sera transcrite par l’ARN 

polymérase pour former une molécule d’ARN simple brin, composé des mêmes nucléotides de 

l’ADN à l’exception de la thymine qui est où le nucléotide terminal porte un groupement phosphate 
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  Le dogme central de la biologie moléculaire. 

(A)  Première explici tat ion du dogme centra l,  note non publiée de Crick en 1956. Credit : Wellcome Library,  

London. (B)  Schématisat ion du dogme central de la biologie moléculaire.  L’information génétique,  responsable 

de l’hérédité des caract ères,  es t  portée par l’ADN. L’ADN peut être dupliqué,  pour permettre la transmission de 

l’information qu’i l contient  et  être transcri t  en ARN qui sera lui -même t raduit  en protéine.  
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 (sur son carbone n 5), vers l’extrémité 3’, où le dernier nucléotide porte un groupement hydroxyle 

(OH sur son carbone n 3). Le sens de transcription est donc important et cela induit que deux gènes 

peuvent être localisés chacun sur un brin dans une même région génomique. Le site d’initiation de 

la transcription (transcription start site = TSS) va définir le cadre de lecture de l’ADN, qui regroupe 

par triplets consécutifs les nucléotides de la séquence. Dans le cas de gène codant pour des protéines, 

ces triplets correspondent à des codons, qui vont définir la séquence en acides aminés de la protéine. 

Le cadre ouvert de lecture désigne le cas où l’on retrouve un codon d’initiation susceptible d’être 

reconnu par un ribosome sur l’ARN et un codon-stop, terminateur de la traduction. Dans ce cas, 

l’ARN transcrit dans ce cadre pourra potentiellement être traduit en protéine.  

Après son adressage dans le cytoplasme, l’ARN sera traduit en protéine par un ribosome. En 

1960, Francois Jacob et Jacques Monod démontrent que l’ARN messager (ARNm) constitue bien 

l’intermédiaire entre l’ADN et la synthèse des protéines, découverte pour laquelle ils recevront le 

prix Nobel en 1965 (Brenner et al., 1961; 1965). Chaque triplet de ribonucléotides est appelé codons, 

correspondant à un acide aminé (aa) donné, constituants de base des protéines. Les codons permettent 

également de guider la lecture par le ribosome du codon initiateur (AUG) jusqu’au codon terminateur 

(codon stop). La liaison séquentielle des acides aminés par des liaisons peptidiques permet donc la 

construction de la protéine (Lodish et al., 2000). Les protéines sont des macromolécules 

polypeptidiques qui assurent l’activité enzymatique, la structure, la mobilité, la réceptivité et la 

régulation des fonctions d’une cellule (Lodish et al., 2000). La séquence en aa va définir les 

caractéristiques biochimiques et structurales de la protéine et donc définir sa fonction. 

 L’évolution du dogme et le transcriptome 

Le dogme central est resté cohérent avec les résultats expérimentaux pendant de nombreuses 

années, mais l’évolution des techniques de biologie moléculaire a permis de faire évoluer cette vision 

simplifiée du flux de l’information génétique (Le Guyader, 2001) (0). 

 Le génome et l’épigénome 

Ces dernières décennies, les avancées technologiques de séquençage ont permis l’analyse à 

grande échelle de la séquence de l’ADN (voir chapitre « Les technologies liées à la 

transcriptomique »). L’ensemble de l’information génétique contenue dans les cellules d’un 

organisme a donc pu être décrite, que l’on désigne maintenant comme le génome. La mise en place 

de projets de grande envergure (Moraes and Góes, 2016), comme le Human Genome Project (Baetu, 

2012), ou ENCODE (Gerstein et al., 2007) ont permis des avancées sans précédent dans la 

compréhension de la structure des génomes, mais paradoxalement, a brouillé peu à peu le concept de 

gène. 
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 Organisation du génome, de l’épigénome, du transcriptome et du protéome et transfert 

d’information. 
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Aujourd’hui, il n’existe aucun consensus sur sa définition (Le Guyader, 2001). Il peut être 

généralement défini comme « une union de séquences génomiques codant pour un ensemble cohérent 

de produits fonctionnels potentiellement concordants » (Gerstein et al., 2007), ou plus précisément, 

comme « l’unité de base de l’hérédité, consistant en un segment d’ADN organisé de manière linéaire 

le long du chromosome. Un gène code pour une protéine spécifique, un segment de protéine ou un 

ARN non codant » (NCBI, National Center of Biotechnology Information). Chez l’Homme, le 

génome comprend environ 20 000 gènes codant pour une protéine et 22 000 gènes non codants 

(Zerbino et al., 2018). 

Si un gène correspond à une union de séquences permettant la production d’un produit 

fonctionnel, alors les régions génomiques qui participent à la régulation de son expression font partie 

intégrante de celui-ci. D’une part, le promoteur d’un gène correspond à une région généralement 

proximale qui ne sera pas transcrite en ARN. Chez les eucaryotes, il est composé de la boite 

« TATA », région riche en thymine et en adénine, située à 25-30 nucléotides en amont du TSS, qui 

sera reconnue par l’ARN polymérase (Krebs et al., 2017). D’autres régions plus ou moins éloignées 

du TSS peuvent également être reconnues par des facteurs de transcription et leur fixation 

conditionnera la formation du complexe d’initiation. Des cofacteurs activateurs (enhancers) ou 

inhibiteurs (silencers) entrent également en jeu, afin de promouvoir ou d’inhiber l’expression d’un 

gène (Spilianakis et al., 2005). Ils peuvent se lier à des promoteurs distaux spécifiques d’un gène, 

parfois localisés à plusieurs milliers de nucléotides du promoteur proximal. Même dans ce cas, les 

courbures appliquées à l’ADN permettent l’interaction des cofacteurs avec le complexe d’initiation 

et peuvent induire sa stabilisation ou déstabilisation, promouvant ou inhibant la transcription. 

Les standards de la biologie moléculaire désignent le brin portant le gène transcrit comme le 

brin « sens » et le brin complémentaire comme le brin « antisens ». Le brin antisens du gène sera 

utilisé comme matrice par l’ARN polymérase afin de définir la séquence de nucléotides 

complémentaires à incorporer pour former le brin d’ARN primaire, copie du gène sens. Des sites 

alternatifs d’initiation de la transcription peuvent exister pour un même gène, aboutissant à la 

production d’ARN tronqués et de fait, à des protéines différentes ou même des ARN non codants 

(Krebs et al., 2017). De plus, sur une même région génomique, plusieurs gènes chevauchants peuvent 

être situés dans différents cadres de lecture, sur le brin sens ou antisens, codant pour des ARN 

fondamentalement différents (Contreras et al., 1977; Krebs et al., 2017). 
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 Structure d’un gène eucaryote et régulation de son expression. 

Chez les eucaryotes,  les gènes  codants peuvent être schémat iquement décomposés en 2 part ies : le promoteur 

d’une part ,  qui  est  consti tué de s équences régulatrices,  et  la  séquence t ranscri te d’autre par t .  Classiquement un 

promoteur est  consti tué d’une boite TATA et  d’un ou plusieurs si te(s)  de fixation pour des facteurs de 

transcript ion,  enhancer  ou si lencer ,  localisé(s) en amont ou en aval du s i te d’ini t iat ion de la transcript ion (TSS 

= Transcription start  si te ).  La t ranscript ion d’un gène va générer  un transcri t  primaire composé d’une succession  

d’introns et  d’exons.  Ce transcri t  primaire va ensuite subir une maturat ion : les introns vont être éliminés par  

épissage,  son extrémité 5’ va être modifiée par addit ion d’une coi ffe et  son ext rémité 3’ va  subir un clivage et  

être polyadénylée.  L’ARNm mature ainsi  généré contient  des extrémités 5’ et  3’ non codantes (UTR = 

Untranslated regions)  et  un cad re de lecture ouvert  ou région codante.  Les possibili tés de régulat ion de 

l’expression d’un gène sont  mult iples chez les eucaryotes.  Tout d’abord l’ut i lisat ion de si tes d’ini t iat ion de la 

transcript ion (TSS= Transcript ion start  si te) a lternatifs permet de générer  plusieurs transcri t s primaires pour un 

même gène.  Les différences de séquences de ces transcri ts vont  soit  affecter l ’extrémité 5’ non traduite (5’UTR) 

des ARNm correspondants,  autorisant  alors des régulat ions différentes de leur traduction,  soit  a ffecter la 

séquence codante des ARNm, permettant  alors la synthèse de protéines différentes,  voi r même d’ARN non 

codants (ARNnc).  De plus,  par le processus d’épissage a lternatif,  à  un même transcri t  primaire va pouvoir 

correspondre plusieurs ARNm. Ces ARNm  peuvent présenter une stabili té  

Le gène est également défini par sa structure en mosaïque (Berget et al., 1977), composée  

Chez les  eucaryotes,  les  gènes  codants peuvent être schémat iquement décomposés en 2 part ies : le promoteur  d’une 

part ,  qui  est  consti t ué de séquences régulatrices,  et  la  séquence transcri te d’autre part .  Classiquement un promoteur est  

consti tué d’une boite TATA et  d’un ou plusieurs si te(s) de fixation pour des facteurs de transcript ion,  enhancer  ou 

si lencer ,  localisé(s) en amont ou en aval du si te d’ini t iat ion de la transcript ion (TSS = Transcription start si te ).  La  

transcript ion d’un gène va générer un transcri t  primaire composé d’une succession d’introns et  d’exons.  Ce transcri t 

primaire va ensuite subir une maturat ion : les  introns von t êt re éliminés  par épissage,  son extrémité 5’  va être modifiée 

par addition d’une coiffe et  son extrémité 3’ va subir un clivage et  être polyadénylée.  L’ARNm mature ainsi  généré 

contient  des ext rémités 5’  et  3’ non codantes (UTR = Untranslated regions) et  un cadre de lecture ouvert  ou région  

codante.  Les possibili tés de régulat ion de l’expression d’un gène sont  mult iples chez les eucaryotes.  Tout d’abord 

l’ut i lisat ion de si tes d’ini t iat ion de la transcript ion (TSS= Transcript ion start  si te) a lternatifs per met de générer 

plusieurs transcri ts primaires  pour un même gène.  Les différences de séquences de ces transcri ts vont  soit  a ffecter  

l’extrémité 5’ non traduite (5’UTR) des ARNm correspondants,  autorisant  alors des régulat ions différentes de leur 

traduction,  soit  affecter la séquence codante des ARNm, permettant  alors la synthèse de protéines différentes,  voi r  

même d’ARN non codants (ARNnc).  De p lus,  par le p rocessus d’épissage a lternatif,  à  un même transcri t  primaire va 

pouvoir correspondre plusieurs ARNm. C es ARNm peuvent présenter une stabili té ou une capacité de traduction 

différentes,  ou ici  encore,  différer au niveau de leur région codante,  et  donc coder pour des  protéines différentes.  
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Le gène est également défini par sa structure en mosaïque (Berget et al., 1977), composée 

d’exons et d’introns. Au sein de la région transcrite en ARN primaire, seuls les exons peuvent être 

potentiellement conservés lors de la maturation du transcrit, les introns seront quant à eux éliminés 

par le processus d’épissage. Chez les eucaryotes, la plupart des gènes sont multi-exoniques, 

contenant également un ou plusieurs introns. Cependant, 3% des gènes humains sont mono-

exoniques et ne contiennent pas d’introns (Grzybowska, 2012). 

Les régions intergéniques contiennent également de nombreux éléments tels que les 

pseudogènes, désignés à l’origine comme des « gènes fossiles ». D’une part, ces pseudogènes 

peuvent provenir de la duplication d’une région génomique (pseudogène nonprocessed). Dans ce 

cas, ils peuvent conserver leur région promotrice ou trouver de nouveaux promoteurs, ce qui modifie 

leur régulation. D’autre part, ils peuvent être le fruit de la réintégration d’un ARNm dans l’ADN, ce 

qui modifie leur structure, ne contenant plus que des exons (pseudogène processed). On retrouve 

environ 15 000 pseudogènes dans le génome humain, ce qui contribue à l’augmentation de sa taille 

(Zerbino et al., 2018). Cependant, la plupart de ces nouveaux gènes perdent leur fonctionnalité à 

cause de mutations, pouvant empêcher leur transcription ou inclure un codon-stop précoce dans leur 

séquence (revue dans (Li et al., 2013b; Shi et al., 2016; Tutar, 2012). Ainsi, certains d’entre eux sont 

transcrits et produisent un ARN non codant, qui peut participer à la régulation de l’expression des 

gènes (voir chapitre « Les longs ARN non codants ») (Li et al., 2013b; Shi et al., 2016). En revanche, 

certains d’entre semblent conserver un cadre ouvert de lecture et peuvent toujours être traduits en 

protéines (revue dans Xu and Zhang, 2016). 

Le génome comprend également des séquences d’ADN qui sont présentent en plusieurs 

copies, appelés éléments répétés. Les différentes classes d’éléments répétés représentent 5 % du 

génome humain (Richard et al., 2008). D’une part, l’ADN satellite correspond à des séquences de 

faible complexité accumulées au niveau des centromères et des télomères des chromosomes 

(extrémités et point de contact des chromatides). Il existe également des séquences dites « égoïstes », 

capables de se déplacer ou de se dupliquer au sein du génome : les transposons et rétrotransposons. 

Certains éléments transposables peuvent produire une classe de petits ARNs, les piARNs (voir « Les 

petits ARN non codants »). Ceux-ci sont impliqués dans la régulation du développement de la 

drosophile (Rouget et al., 2010). Globalement, la régulation transcriptionnelle et post-

transcriptionnelle des transposons et rétrotransposons est principalement contrôlée par la méthylation 

de l’ADN et par les piARN. L’inhibition de leur expression est nécessaire afin d’éviter la duplication 

et l’insertion anarchique de ces séquences, ce qui pourrait entraîner des effets délétères au sein du 

génome. Les éléments transposables semblent impliqués dans la sélection des ovocytes fœtaux 

murins qui seront dégradés par attrition (Malki et al., 2014), et dans la régulation de l’expression de 

certains gènes lors de la spermatogenèse (Davis et al., 2017). Les conséquences de cette activité 
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d’insertion et de duplication dans l’évolution des génomes n’ont pas encore été décryptées (Sotero-

Caio et al., 2017). 

Par rapport au dogme central de la biologie moléculaire initialement énoncé, le flux de 

l’information génétique est bidirectionnel, illustré par la capacité de certains ARN à être intégré au 

génome. De plus, le statut de l’ARN en tant que messager entre l’information d’un gène vers une 

protéine est infirmé, car les TSS et l’épissage alternatif permettent à un gène de produire plusieurs 

ARN ou protéines fonctionnelles (Figure 3). 

L’épigénome définit les processus induisant des modifications héritables de l’expression des 

gènes qui ne sont pas dues à une modification de l’ADN (Carlberg and Molnár, 2018). Il contribue 

directement à la régulation de l’expression des gènes. Cela peut inclure des modifications 

biochimiques de l’ADN, des protéines qui lui sont associées ou des processus de régulation médiés 

par l’ARN (revu dans Allis and Jenuwein, 2016). L’ADN s’enroule autour d’histones pour former 

une structure compacte appelée chromatine. Celle-ci peut être dans un état condensé, 

l’hétérochromatine, qui bloque l’accès des différents facteurs initiant la transcription de leur gène 

cible. L’euchromatine désigne l’état décondensé de cette structure et rend donc accessible l’ADN 

pour la transcription. Les modifications biochimiques des histones peuvent moduler l’état de 

condensation de l’ADN autour de ces protéines : la méthylation induit généralement la fermeture de 

la chromatine et l’acétylation provoque son ouverture. Les différentes modifications biochimiques 

sont appelées marques d’histone. Par exemple, la marque H3K9me3 désigne une triméthylation de 

la lysine 9 et est associée à la répression de l’expression. La modification de la chromatine peut 

également être médiée par de petits ARN (voir chapitre « Les petits ARN non codants ») (Grewal 

and Elgin, 2007). La méthylation directe de l’ADN, en particulier la 5-methylcytosine, induit la 

répression de l’expression des gènes (Allis and Jenuwein, 2016). 

 Le transcriptome 

Le transcriptome peut être défini comme l’ensemble des transcrits (ARN) présent dans un 

échantillon biologique, que ce soit à l’échelle d’un organisme (bactérie, organisme complexe), d’un 

organe, d’une population cellulaire ou d’une cellule unique. Il est donc directement dépendant du 

génome et de l’épigénome. Cette grande interdépendance des différentes strates organisant l’activité 

d’une cellule permet la grande plasticité du transcriptome au sein du règne animal. D’une part, les 

ARN messager (codants) pourront être traduits en protéines et d’autre part, les ARN non codants 

(ARNnc) sont des entités fonctionnelles à part entière (Cech and Steitz, 2014). Parmi les ARNnc, les 

ARN ribosomiques (ARNr) participent au complexe en charge de la lecture de l’ARNm et de 

l’assemblage des acides aminés et les ARN de transfert (ARNt), capables de porter un acide aminé 



Introduction 
 

 

9 

 

correspondant à un codon spécifique. Ces deux classes participent donc à la traduction et ne seront 

pas développées dans ce manuscrit. 

1.1.2.2.1. Les ARN messagers 

Pour mieux appréhender la complexité de la définition du gène, l’initiation de la transcription 

et la production de l’ARN primaire, ou ARN pré-messager (préARNm), ont déjà été décrits (voir 

« Le dogme central de la biologie moléculaire »). Ces préARNm subiront différentes étapes de 

maturation. Tout d’abord, une coiffe sera ajoutée à leur extrémité 5’ pour éviter leur dégradation par 

les enzymes nucléaires, notamment les exonucléases. 

Les évènements d’épissage alternatifs permettront l’excision des introns et de certains exons. 

En effet, ce processus peut conserver une combinaison donnée d’exons, qui définira l’isoforme d’un 

transcrit. Suite à ce mécanisme, certains gènes pourront produire des ARN sans aucun exon en 

commun et donc des produits fonctionnels fondamentalement différents. Les jonctions intron-exons 

contiennent des séquences nucléotidiques conservées qui pourront être reconnues par le complexe 

protéique en charge de l’épissage, le spliceosome. Il est difficile de prédire quelle isoforme sera 

transcrite dans une cellule ou un tissu donné, car les mécanismes régulant l’épissage sont encore mal 

connus (De Conti et al., 2013). Par abus de langage, les exons sont souvent désignés comme les 

parties codantes du gène qui peuvent être conservées après épissage, mais les mêmes processus ont 

lieu dans la maturation de certains ARNnc (Quinn and Chang, 2016). Dans le génome humain, 

environ deux tiers des gènes sont capables de telles recombinaisons lors de leur transcription (Tress 

et al., 2017). Dans le cas d’un gène codant pour une protéine, les différentes isoformes d’ARNm 

produites pourront aboutir à des protéines tronquées, portant des domaines communs, ou même 

complètement différentes. L’ajout d’une queue polyA à l’extrémité 3’ des ARNm permettra leur 

adressage du noyau vers le cytoplasme, ainsi que leur stabilisation et leur traduction.  

Cependant, une étude transcriptomique comparative de différents tissus humains a démontré 

que l’épissage alternatif affectait davantage les ARNnc que les ARN codants et que les sites 

alternatifs d’initiation de la transcription ou de polyadénylation contribuaient davantage à la diversité 

des isoformes (Reyes and Huber, 2018). 

1.1.2.2.2. Les longs ARN non codants 

Les ARN longs non codants (ARNlnc) constituent la majorité des ARNnc, d’une longueur 

de 200 nt ou plus. La concomitance de l’émergence des technologies de séquençage et de l’intérêt 

grandissant de la communauté scientifique pour ces entités moléculaires nouvellement découvertes 

ont permis la caractérisation rapide des ARNlnc dans les génomes de nombreuses espèces 

(Uszczynska-Ratajczak et al., 2018). Ils sont notamment répertoriés dans la base de données 
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NONCODE (Fang et al., 2018). Cela a permis de mettre en évidence que la classe des ARNlnc n’a 

pas de réelle pertinence biologique, car ils peuvent être produits à partir de divers éléments 

génomiques et sont impliqués dans une myriade de fonctions (Marchese et al., 2017 ; Wang and 

Chang, 2011 ; Wu et al., 2017).  

Bien que certains d’entre eux suivent les mêmes étapes de biogenèse que les ARNm, il a été 

démontré que leur niveau d’expression était globalement plus faible, mais également plus spécifique 

d’un tissu (Ulitsky and Bartel, 2013). Comme énoncé lors de la définition du gène, les gènes non 

codants peuvent se trouver dans des régions intragéniques, c’est-à-dire chevauchant d’autres gènes, 

dans un intron ou sur le brin antisens. Les éléments transposables et les pseudogènes peuvent 

également être une source de ARNlnc (Johnson and Guigó, 2014) (voir « Le dogme central de la 

biologie moléculaire »). 

Généralement, les ARNlnc sont impliqués dans la régulation de l’expression des gènes par 

des voies variées (revue dans Hu et al., 2012 ; Quinn and Chang, 2016 ; Shi et al., 2013 ; Yang et al., 

2014). Leur transcription peut indirectement influencer l’expression des gènes voisins, en maintenant 

la structure de la chromatine ouverte (régulation positive), ou grâce à l’occupation stérique de leur 

ARN polymérase (régulation négative). Au niveau transcriptionnel, ils participent également au 

remodelage de la chromatine en guidant les acteurs de la modification des histones vers une région 

spécifique. Ils peuvent également se fixer aux facteurs de transcription, enhancer ou silencer et 

induire leur recrutement vers le gène cible ou au contraire, leur séquestration. Au niveau post-

transcriptionnel, ils peuvent s’hybrider sur d’autres ARN. Ce processus est en général observé 

lorsque la région codant pour l’ARNlnc se trouve en antisens d’un gène codant. Les ARN sont donc 

complémentaires, leur appariement pourra avoir des conséquences variées sur la maturation, la 

stabilité et la traduction de l’ARN cible. L’hybridation imparfaite d’un ARNlnc pourra également 

induire la dégradation de sa cible (Quinn and Chang, 2016). Au contraire, ils peuvent également 

prévenir la dégradation de l’ARN médiée par les microARN (miARN, voir « Les petits ARN non 

codants »), en se fixant à ceux-ci, agissant comme une « éponge ». Au niveau traductionnel, ils 

peuvent masquer les sites de fixation des miARN sur un ARNm cible et ainsi protéger sa traduction. 

Paradoxalement, certains ARNlnc peuvent être transformés en miARN lors de leur biogenèse (Quinn 

and Chang, 2016). Ils peuvent également se lier à des protéines, afin de participer à la formation de 

complexe protéique ou moduler leur activité. 

Chez les mammifères, les ARNlnc sont notamment impliqués dans la pluripotence des 

cellules embryonnaires, dans la différenciation cellulaire, la régulation du cycle cellulaire et la 

réponse immunitaire (Hu et al., 2012 ; Yang et al., 2014). Chez l’homme, au même titre que les 

ARNm, les ARNlnc sont associés à de nombreux désordres et pathologies (Chen et al., 2013). 
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Pour finir, dans une séquence nucléotidique aléatoire, un codon initiateur – séquence ATG- 

apparaît tout les 64 nucléotides et un codon-stop apparaîtra dans le même cadre de lecture tout les 

21,3 nucléotides en moyenne. Des études statistiques ont démontré que même les ARNnc de plus de 

100 nucléotides peuvent contenir des cadres ouverts de lecture (Dinger et al., 2008 ; Inagaki et al., 

2016). De récentes études ont mis en évidence l’existence de gènes codant pour de petits peptides 

dans le génome eucaryote (Frith et al., 2006 ; Hanada et al., 2007 ; Kastenmayer et al., 2006 ; Oyama 

et al., 2004), qui peuvent avoir une fonction biologique (Hashimoto et al., 2008). Une étude de 

protéomique à grande échelle a également identifiée des peptides comme le fruit de la traduction de 

pseudogènes ayant conservés un cadre ouvert de lecture (Kim et al., 2014; Xu and Zhang, 2016). Dès 

lors, il est probable que certains gènes annotés comme ARNlnc ou pseudogènes non codants peuvent 

correspondre à des gènes codant pour de petits peptides et il est nécessaire de développer des 

approches permettant d’évaluer avec plus acuité le caractère non codant d’un ARN (Kageyama et 

al., 2011) (voir chapitre « La caractérisation de nouvelles isoformes et de nouveaux gènes »). 

1.1.2.2.3. Les petits ARN non codants 

Les ARN non codants d’une longueur inférieure à 200 nucléotides sont désignés sous le nom 

de petits ARN non codant (ARN petits non codant, ARNpnc). Cette classe d’ARN n’a pas réellement 

de pertinence biologique, car elle regroupe de très nombreuses sous-classes, présentant chacune des 

caractéristiques différentes, impliquées dans des processus de régulation différents, revus dans (Luo 

et al., 2016; Pek and Okamura, 2015). 

Parmi les ARNpnc les mieux caractérisés, les micro ARN (miARN) sont des molécules 

endogènes composées de 21 à 24 nucléotides (Liu et al., 2014). Ils sont généralement produits par la 

transformation de certains ARNlnc du noyau en précurseur pré-miARN par la protéine Drosha. Dans 

le cytoplasme, le pré-miARN est clivé en miARN double brins mature par la protéine Dicer. L’un 

des brins sera ensuite incorporé dans le complexe protéique RISC (RNA-silencing complex), ce qui 

permettra de le guider vers son ARNm complémentaire. Ainsi, l’ARNm cible pourra être dégradé, 

ou sa traduction inhibée (Liu et al., 2014). 

Les ARN interagissant avec la protéine PIWI (piARN) sont une autre classe de ARNpnc 

connus pour leur rôle important pendant la spermatogenèse (Luo et al., 2016). Ils sont produits à 

partir d’éléments répétés du génome et sont composés de 24 à 30 nucléotides. Ils ont la capacité 

d’interagir avec les protéines de la famille des PIWI, ce qui leur permet d’induire la dégradation 

d’ARN (Fu and Wang, 2014). 
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 Le protéome 

Au même titre que le transcriptome désigne l’ensemble des transcrits exprimés dans un 

échantillon, le protéome regroupe l’ensemble des protéines qu’il contient.  

Leur synthèse est assurée par les ribosomes, à partir des ARNm. Leur séquence en acides 

aminés définit leur structure primaire, base de leur fonction biologique (Berg et al., 2002). La 

structure secondaire correspond aux arrangements locaux des acides aminés, pouvant former des 

structures en hélices α ou feuillets β, stabilisés par des liaisons hydrogènes. La structure tertiaire 

représente le repliement général de la protéine et l’assemblage de plusieurs unités protéiques aboutit 

à la structure quaternaire. Les modifications post-traductionelles qui peuvent intervenir sur la 

structure biochimique des peptides et donc modifier la stabilité de leur structure et leur fonction. La 

structure des protéines peut en général être prédite par des outils de modélisation à partir de leur 

séquence en acides aminés (Pavlopoulou and Michalopoulos, 2011). Cependant, il est intéressant de 

noter que jusqu’aujourd’hui, 44 à 54 % du protéome eucaryote est distingué comme le protéome 

« noir », dont la structure n’est pas identifiable par les approches expérimentales classiques ou les 

modélisations par homologie et dont la fonction reste difficile à définir (Perdigão et al., 2015). 

De fait, les isoformes d’ARNm peuvent aboutir à des protéines possédant différentes 

séquences polypeptidiques et donc à un équilibre physico-chimique modifié menant à diverses 

structures et fonctions. Une étude transcriptomique comparative des différents tissus humains a 

permis de mettre en lumière que l’épissage alternatif affectait davantage les ARNnc que les gènes 

codants, ce qui explique la faible complexité du protéome au regard de la myriade d’isoformes 

potentielles d’ARNm (Reyes and Huber, 2018). 

Le dogme central de la biologie moléculaire énoncé par Crick en 1970 (Crick, 1970) est donc 

obsolète aujourd’hui. Cette vision initiale du flux de l’information génétique, construite sur les 

connaissances de l’époque, a été totalement bouleversée. Comme décrit dans cette introduction, il 

est possible pour un ARN d’être intégré au génome pour potentiellement devenir un nouveau gène 

fonctionnel. De plus l’association d’un gene avec une protéine fonctionnelle s’est grandement 

complexifiée, un gène pouvant produire de nombreux produits fondamentalement différents par leur 

nature (ARN ou protéine) ou par leur composition (isoformes de transcrits, domaines protéiques 

différents). Dès lors, les noms des gènes, historiquement dérivés de leur fonction, ont maintenant une 

pertinence limitée quant à leur description et la nomenclature utilisée aujourd’hui a dû s’adapter 

(Wain et al., 2002). 
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 Les technologies liées à la transcriptomique 

Frederick Sanger développa la première méthode de séquençage de l’ADN en 1977 (Sanger 

et al., 1977), 24 ans après la découverte de sa structure en double hélice (Watson and Crick, 1953). 

Cette découverte recevra le prix Nobel trois ans plus tard et reste encore aujourd’hui la 4ième 

publication scientifique la plus citée de tous les temps (selon le Science Citation Index). Enfin, le 

code génétique pouvait être décrypté. 

 Les débuts de la transcriptomique : EST & SAGE 

La première technologie dérivée de la méthode Sanger a été le séquençage d’EST, Expressed 

Sequenced Tag, qui consistait au séquençage d’ADN complémentaire (ADNc) cloné dans des 

plasmides de bactéries (Adams et al., 1991; Putney et al., 1983). Rapidement, la méthode SAGE, 

Serial Analysis of Gene Expression, a permis de tendre vers une caractérisation à plus grande échelle 

de l’ADN, mais également à la quantification des gènes et transcrits d’intérêt (Velculescu et al., 

1995). C’est à cette époque que la notion d’assemblage de transcrits est apparue, où les « tags » 

séquencés étaient concaténés en contigs. Bien que ces technologies figurent comme une ouverture 

vers la transcriptomique haut-débit, elles demeuraient très coûteuses en temps, en expériences et en 

main d’œuvre. 

 Les puces à ADN 

La technologie des puces à ADN est la première à avoir réellement permis d’étudier à haut-

débit le transcriptome, car elles permettent d’estimer simultanément la concentration de milliers de 

transcrits au sein d’un échantillon donné.  

Elles reposent toutes sur la capacité que possède l’ADN simple brin (dénaturé) à s’hybrider 

spontanément avec une séquence d’ADN complémentaire. Bien que plusieurs technologies 

coexistent, il existe un principe commun : des fragments d’ADN, appelés sondes nucléotidiques, sont 

fixés sur une surface solide, composée de verre, de silicium ou de plastique. Selon la technologie 

utilisée, la synthèse des sondes et la fabrication de la puce ne suivront pas le même procédé. 

Les puces à ADN « spottés » sont ainsi désignées car les sondes sont déposées sur la surface 

dans des microgoutelettes puis fixées au support. Ces sondes peuvent être des banques d’ADNc, ou 

des produits amplification d’ADN génomique. Cette méthode permet de personnaliser la banque de 

gènes interrogés par la puce, grâce à sa mise en place simplifiée en laboratoire. La technologie la 

plus démocratisée aujourd’hui est celle des puces à oligonucléotides synthétisées « in situ » par 

lithographie, sur les puces Affimetrix (Lipshutz et al., 1999), ou par impression « jet d’encre » 

(Hughes et al., 2001), sur les puces Agilent par exemple. Cette méthode de synthèse industrielle 
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permet d’optimiser la fiabilité et la reproductibilité des puces, ainsi qu’une plus grande densité des 

sondes. 

Comme décrit précédemment, les puces permettent de quantifier l’expression relative d’un 

gène grâce à l’hybridation d’ADN dénaturé à sa sonde complémentaire. De fait, les échantillons 

d’ARN doivent subir une amplification puis une rétrotranscription avant d’obtenir leurs ADNc 

correspondants, puis sont classiquement marqués par un fluorochrome. Lorsque l’ADNc trouvera sa 

sonde correspondante, ils s’hybrideront et le signal fluorescent persistant après lavage de la puce sera 

capturé par un scanner haute résolution. Le niveau de fluorescence associé à chaque sonde 

déterminera le nombre de molécules d’ADN hybridées et donc, leur quantité relative (Heller, 2002; 

Nelson, 2001; Pozhitkov et al., 2007; Schena et al., 1995). Ainsi, la conception des sondes est cruciale 

pour la spécificité des hybridations, ce qui limite l’ensemble des gènes étudiés à ceux ayant déjà été 

caractérisés. Cette technologie ne permet donc pas d’identifier de nouveaux transcrits ou de nouveaux 

gènes. De plus, une hybridation non spécifique des sondes peut entraîner des erreurs dans la 

quantification (Pozhitkov et al., 2007) 

Historiquement, l’expression d’un gène était évaluée par une sonde représentant une région 

de celui-ci, mais les dernières applications de la technologie permettent d’étudier la composition 

exonique des ARN (exon arrays), les polymorphismes mononuclétidiques (single nucleotide 

polymorphisme, SNP) (LaFramboise, 2009), les variations du nombre de copies d’un gène dans 

l’ADN (comparative genomic hybridization array, CGH array) (Shinawi and Cheung, 2008), ou les 

interactions protéines-ADN (ChIP-on-chip) (Aparicio et al., 2004 ; Bulyk, 2006). Le Tilling array 

est une technologie de puce permettant l’étude de nouveaux transcrits ou de nouveaux gènes. La 

différence avec les puces à ADN classiques réside dans la conception des sondes. Celles-ci ne 

correspondent plus à des séquences de gènes connus, mais à chaque segment de l’ADN d’un génome, 

qu’il soit décrit comme une région transcrite ou non (Mockler et al., 2005; Samanta et al., 2007; 

Yazaki et al., 2007). Cependant, une telle technologie est coûteuse, difficile à mettre en place et peu 

adaptée aux génomes eucaryotes complexes. 

Même si le nombre d’articles référencés dans Pubmed utilisant la technologie des puces à 

ADN diminue depuis 2015, certainement du au développement d’autres technologies de 

transcriptomique, elle reste une manière rapide d’analyser l’expression de gènes au sein d’un 

échantillon, à un cout réduit. 

 Le séquençage à haut-débit et ultra-haut-débit 

Comme décrit dans 1.1.2, le transcriptome est une composante centrale dans la régulation de 

l’activité biologique d’une cellule. En théorie, il serait donc nécessaire de connaître chaque transcrit 

pour aboutir à une compréhension exhaustive de la fonction d’une cellule. En pratique, le séquençage 
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de l’ARN (RNA sequencing, RNA-seq) est aujourd’hui la technologie la plus utilisée pour l’analyse 

de transcriptome à grande échelle (Morozova et al., 2009; Wang et al., 2009). Elle permet de 

s’affranchir de la connaissance a priori des gènes étudiés, en déterminant la séquence de chaque 

transcrit et son abondance dans un échantillon (voir « L’analyse bio-informatique des données de 

RNA-seq »). Bien que l’exhaustivité ne soit pas encore atteinte, le RNA-seq a sans nul doute 

révolutionné notre capacité à décrire la complexité du transcriptome au cours de la dernière décennie. 

1.1.3.3.1. Seconde génération de séquenceurs 

 Le RNA-seq 

Depuis 2009, plusieurs générations de séquenceurs se sont succédées, chacune apportant des 

améliorations notables, développées autour d’une méthodologie commune, le séquençage Sanger. 

Actuellement, le séquenceur Illumina HiSeq (Bentley et al., 2008) est la technologie la plus utilisée, 

son fonctionnement est décrit dans ce paragraphe. 

Dans un échantillon, l’ensemble des ARN totaux est extrait, puis plusieurs protocoles 

d’enrichissement permettent de sélectionner la fraction d’intérêt. Afin d’améliorer considérablement 

la sensibilité du séquençage, il est nécessaire d’enrichir l’échantillon en ARN polyadénylés, ce qui 

permet de sélectionner les ARNm et quelques ARNlnc (~40 %). Il est également possible d’effectuer 

une déplétion en ARN ribosomique (ARNr), qui représente environ 90 % des transcrits d’une cellule.  

À la différence du premier protocole, celui-ci permet de conserver également les ARN non 

polyadénylés, comprenant l’ensemble des ARNnc et est donc privilégié lors de l’étude des ARNlnc. 

Une sélection par la taille pourra orienter l’étude transcriptomique vers du smallRNA-seq, variante 

du séquençage classique permettant de caractériser les petits ARNnc, ou du RNA-seq « classique » 

pour étudier les grands ARN (>200 nucléotides), ARNm et ARNlnc. 

Le protocole de RNA-seq requiert une fragmentation de l’ARN en morceaux de taille 

aléatoire, puis une rétrotranscription, pour générer l’ADNc correspondant. À cette étape, il est 

possible d’utiliser un protocole permettant de conserver l’information sur le sens de transcription de 

l’ARN (séquençage brin spécifique). Le séquençage requiert alors la ligation d’adaptateurs 

permettant la reconnaissance de l’ADN à séquencer. Ces adaptateurs peuvent également servir de 

code-barres, spécifiques d’un échantillon donné et ainsi effectuer l’analyse de plusieurs d’entre eux 

au cours de la même procédure de séquençage. Enfin, l’ADN est amplifié par PCR (Polymerase 

Chain Reaction). Étant donné la taille variable des fragments d’ADNc, cette dernière étape peut 

introduire un biais en augmentant artificiellement la proportion de certains fragments au sein de 

l’échantillon. 
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 Illustration du protocole de RNA-seq sur la plateforme Illumina. 
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Les adaptateurs permettent la fixation aléatoire de chaque fragment sur la flowcell (support 

de séquençage). Une étape d’amplification permet d’augmenter le nombre de copies de chaque 

fragment et de créer des regroupements (généralement appelés clusters) d’une même molécule, ce 

qui optimisera la capture du signal de séquençage. La lecture de chaque fragment se fait base par 

base, de manière simultanée. À chaque cycle, des nucléotides couplés à des fluorochromes sont 

ajoutés sur la flowcell et lorsque l’amorce de séquençage incorporera le nucléotide complémentaire 

à la base en cours de lecture, la fluorescence émise permettra son identification. À chaque fin de 

cycle, les molécules fluorescentes sont lavées et de nouveaux nucléotides marqués sont ajoutés afin 

de commencer le cycle suivant. La capture d’image permet d’enregistrer la séquence des nucléotides 

incorporés au sein d’un cluster. Actuellement, il est possible d’effectuer 200 cycles subséquents, 

générant ainsi des lectures (courtes séquences, généralement appelées reads) d’une longueur 

maximum de 200 bases. La longueur des lectures dépend du protocole et de la technologie utilisée, 

mais plus la longueur de celle-ci est importante, plus les erreurs de séquençage sont susceptibles 

d’intervenir. Les fragments d’ADNc sont généralement plus longs, ce qui ne permet pas leur 

séquençage complet. Il est possible de séquencer un fragment d’ADNc à partir d’une seule ou des 

deux extrémités. Ainsi, deux séquences pairées sont obtenues pour un fragment, ce qui permettra de 

faciliter les futures analyses bio-informatiques, notamment l’alignement, l’assemblage et 

l’identification des différentes isoformes d’un même gène. 

Le RNA-seq a permis des avancées spectaculaires dans le domaine de la transcriptomique. 

Depuis, une multitude de technologies haut-débit ont vu le jour et permettent de dépasser les verrous 

technologiques inhérents au séquençage classique. Ces approches sont complémentaires, car elles 

abordent l’étude du transcriptome de manière différente. 
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 Protocole de scRNA-seq et description des différentes approches expérimentales 

disponibles à chaque étape (Kolodziejczyk et al., 2015). 
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 RNA-seq à l’échelle de la cellule unique, scRNA-seq 

Les études transcriptomiques à l’échelle d’un tissu, de cellules purifiées ou de lignées, ne 

permettent pas d’appréhender la plasticité du transcriptome à l’échelle de la cellule unique. Dès lors, 

il est difficile de caractériser de nouveaux types cellulaires, la dynamique du programme 

transcriptionnel lors de la différenciation de lignées, ou des populations hétérogènes, comme des 

tumeurs cancéreuses (Hedlund and Deng, 2018; Kolodziejczyk et al., 2015). 

Durant la dernière décennie, des méthodes de capture de cellules uniques ont été développées 

puis adaptées au RNA-seq. La dissociation du tissu à analyser est nécessaire pour libérer les cellules 

de la matrice extracellulaire et de leur adhésion aux cellules avoisinantes. Plusieurs approches vont 

permettre l’isolement des cellules, telles que la microfluidique (Klein et al., 2015 ; Zilionis et al., 

2016), les microgouttes (Macosko et al., 2015) ou des approches dérivées du FACS (Fluorescence-

activated cell sorting) (Jaitin et al., 2014). Les étapes subséquentes de reverse transcription, de 

l’amplification de l’ADNc et de préparation de librairies sont similaires au RNA-seq classique, à ceci 

prés que chaque cellule est considérée comme un échantillon. De fait, la quantité de matériel 

génétique à séquencer est très limitée. La quantité de transcrits présente dans une seule cellule est 

estimée entre 100 000 et 300 000 molécules d’ARN et seule une fraction d’entre eux seront 

efficacement rétrotranscrits en ADNc (Marinov et al., 2014 ; Pollen et al., 2014). Comme pour le 

RNA-seq classique, l’amplification par PCR peut introduire un biais dans la quantification. Ces deux 

facteurs pris en compte, la sensibilité du séquençage scRNA-seq est limitée et ne peut être corrigée 

par une profondeur augmentée (c.-à-d. plus de lectures séquencées). Cependant, différents protocoles 

de séquençage adaptés ont vu le jour et sont répertoriés dans (Hedlund and Deng, 2018). Par exemple, 

les protocoles Smart-seq (Ramsköld et al., 2012) et Smart-seq2 (Picelli et al., 2013) permettent 

d’optimiser le séquençage à partir de quantité d’ARN limitée. Le Drop-seq est une méthode qui 

permet d’isoler jusqu’à 10 000 cellules d’un échantillon, chacune dans une gouttelette contenant les 

code-barres pour l’identification des cellules et des ARN, ainsi que les réactifs nécessaires à la 

transcription inverse (Macosko et al., 2015). L’autre challenge actuel est de développer les outils bio-

informatiques adaptés pour surpasser les variabilités et biais introduits par les différentes étapes du 

séquençage et ainsi décrire précisément la dynamique réelle du transcriptome entre les cellules 

(Stegle et al., 2015). 



 

20 

 

 

 Principe du DGE-seq (adapté de Morrissy et al., 2009) 
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 DGE-seq 

Le DGE-seq, Digital Gene Expression, est une méthode de séquençage adaptée du SAGE 

(Asmann et al., 2009; Morrissy et al., 2009). Les ARN polyadénylés sont fixés sur des billes puis 

rétrotranscrits pour générer l’ADNc. Ils sont ensuite digérés par une enzyme agissant sur des sites de 

restriction fréquents, NlaIII. Seuls les fragments d’ADN fixés aux billes seront conservés pour la 

suite de la procédure. Des adaptateurs sont alors fixés sur cette extrémité 5’, eux même spécifiques 

d’une seconde enzyme de restriction qui clivera molécules d’ADN en fragments de 21pb. Un second 

adaptateur est alors lié à l’extrémité 5’. L’ADN ainsi obtenu sera amplifié par PCR puis séquencé. 

En raison de la nature du protocole, le sens de transcription de l’ARN d’origine est conservé 

et seulement l’extrémité 3’ est séquencée. Cependant, la longueur réduite des lectures limite les 

erreurs inhérentes au séquençage. Cette nouvelle approche est plus économique que le RNA-seq 

classique (Chen et al., 2015) et permet donc d’aumenter le nombre de réplicats et d’échantillons 

analysés. 

1.1.3.3.2. Troisième génération (PacBio, Nanopore) 

Lors du RNA-seq classique, l’amplification des transcrits par PCR peut introduire un biais 

dans la quantification après le séquençage (Parekh et al., 2016). De plus, la fragmentation des 

transcrits implique un assemblage post-séquençage pour l’identification des isoformes, ce qui peut 

aboutir à des transcrits chimériques (Phillippy, 2017). Le développement d’outils bio-informatiques 

réduisant les artefacts d’assemblages reste un challenge, en particulier pour l’assemblage de novo 

chez les organismes ne disposant pas d’un génome ou d’un transcriptome de référence (voir 

« L’assemblage des transcrits »). 

Les technologies de séquençage troisième génération ont pour vocation de surmonter ce type 

de limitations, pour rendre la caractérisation et la quantification des isoformes encore plus précises. 

Ces nouvelles méthodes ne nécessitent pas d’étapes d’amplification du matériel génétique à 

séquencer et permettent le séquençage de fragment significativement plus long, voire des transcrits 

entiers de plusieurs kilobases (Garalde et al., 2018; Laver et al., 2015; Lu et al., 2016; Rhoads and 

Au, 2015). Aujourd’hui, deux technologies onéreuses sont commercialisées : PacBio (Rhoads and 

Au, 2015) et Nanopore (Lu et al., 2016; Wanunu, 2012). La première utilise une molécule d’ADN 

polymérase fixée au fond d’un puit, qui synthétisera l’ADNc d’un brin d’ADN (ARN) natif en 

incorporant successivement l’un des quatre nucléotides marqués par un fluorochrome spécifique. La 

seconde technologie utilise les propriétés biochimiques spécifiques de chaque nucléotide pour 

détecter leur séquence. Une molécule d’ADNc est d’abord prise en charge par un adaptateur, qui 

guidera son passage à travers un pore, celui-ci détectera le changement électrique induit par chaque 

base. 
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Le taux d’erreurs de séquençage reste important (~10 %), mais les optimisations actuelles 

tendent vers une meilleure spécificité. À l’avenir, les différents transcrits pourront être plus 

précisément caractérisés et quantifiés. De plus, il apparaît que les modes de capture développés 

permettent également d’appréhender les modifications épigénétiques d’un nucléotide pendant le 

même processus (Schatz, 2017). Les futures technologies pourraient donc prétendre à des approches 

multi-omiques du séquençage. 
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 L’analyse bio-informatique des données de RNA-seq 

De manière générale, tant au niveau du design expérimental, de la préparation des 

échantillons (Hardwick et al., 2017) que des protocoles de séquençage (Conesa et al., 2016; Han et 

al., 2015b; Hrdlickova et al., 2017), il existe de nombreux paramètres à optimiser pour que les 

données générées soient adaptées à la question biologique posée en amont (Head et al., 2014). Bien 

qu’il existe énormément d’outils bio-informatiques permettant l’analyse des données de 

transcriptomique, les protocoles mis en place doivent être pensés en fonction de l’objectif du projet. 

Seule l’analyse des données du RNA-seq sera abordée ici, car cette technologie a été utilisée dans ce 

projet de thèse (Figure 7). 

 Le contrôle qualité des données de séquençage 

L’évaluation de la qualité des lectures (ou reads) générées par le séquençage comprend 

plusieurs paramètres, comme la qualité de la séquence, le contenu en GC, la présence d’adaptateurs, 

la surreprésentation de certains k-mer (segment de lecture) ou des lectures dupliquées. Ainsi, les 

erreurs de séquençage, les artefacts de PCR ou les contaminations peuvent être repérés. Des 

paramètres différents doivent être appliqués pour chaque expérience et doivent être considérés en 

fonction du protocole et de l’organisme étudié. Cependant, des résultats homogènes au sein des 

échantillons d’une même expérience sont attendus. FastQC 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) est un outil largement utilisé pour les 

données obtenues sur des plateformes Illumina, NGSQC pour données générées sur tout type de 

plateforme (Dai et al., 2010). Le contrôle qualité est une étape à part entière des différentes analyses 

bio-informatiques des données de RNA-seq. 

 L’alignement des lectures sur le génome 

Les lectures séquencées sont généralement alignées sur un génome ou un transcriptome de 

référence lorsque ceux-ci sont disponibles. Cette étape permet d’identifier la ou les régions 

génomiques correspondant à chaque lecture. Tout d’abord, l’alignement de lectures provenant de 

RNA-seq sur le génome à la particularité de pouvoir aboutir à des alignements contenant de larges 

écarts (appelés gaps), causés par les jonctions d’épissage. En effet, les lectures correspondent à des 

fragments de l’ARN mature épissé, les introns sont donc éliminés. L’alignement sur le génome 

permet d’une part de détecter de nouvelles jonctions d’épissage, mais également de caractériser de 

nouveaux gènes potentiels, grâce à l’alignement de lectures dans des régions qui ne sont pas connues 

pour être transcrites. Plusieurs limitations peuvent interférer sur cette étape clé de l’analyse. Les 

pseudogènes processed (voir « Le génome et l’épigénome ») correspondent à des ARN matures 

intégrés au génome. L’alignement de lectures correspondant à l’ARN transcrit à partir du gène 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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originel peut être de meilleure qualité sur son pseudogène, ce qui peut induire des erreurs 

d’identification. Certaines lectures peuvent également être multialignées si elles appartiennent à des 

séquences de faible complexité, dans des régions répétées, ou à des régions partagées entre plusieurs 

gènes paralogues.  

On peut distinguer les outils bio-informatiques en fonction de l’approche algorithmique 

qu’ils utilisent. La méthode exon-first débute l’alignement sans considérer les jonctions d’épissage 

éventuelles. Les lectures alignées en un seul bloc définissent les régions exoniques. Les lectures non 

alignées seront analysées une nouvelle fois en considérant la présence éventuelle d’un gap dans leur 

séquence, définissant ainsi les jonctions d’épissage. Cette approche est utilisée par Tophat2 (Kim et 

al., 2013), MapSplice (Wang et al., 2010) et SOAPsplice (Huang et al., 2011). L’approche seed-and 

-extend aligne une portion de la lecture en un seul bloc, puis tente « d’allonger » l’alignement en 

considérant les gaps éventuels. L’algorithme derrière cette méthode utilise une table de hachage pour 

indexer la séquence des lectures, ce qui optimise l’alignement au niveau du temps et des ressources 

computationnelles (pour revue, Li and Homer, 2010). Les outils les plus récents utilisent cette 

approche, comme STAR (Dobin et al., 2013), HISAT et HISAT2 (Kim et al., 2015). 

Suite à l’alignement, plusieurs paramètres peuvent être considérés pour évaluer la qualité des 

données. D’une part, le pourcentage de lectures alignées est un témoin de la qualité du séquençage, 

ou de potentielles contaminations biologiques. Chez les mammifères, la qualité est considérée 

comme satisfaisante lorsque plus de 70 % des lectures sont alignées sur le génome (Conesa et al., 

2016). D’autre part, la couverture uniforme des régions séquencées permet d’apprécier la qualité des 

ARN de départ. Par exemple, dans le cas du séquençage d’ARN polyadénylés, l’accumulation de 

lectures alignées dans la partie 3’ du transcrit peut être le témoin d’ARN partiellement dégradé dans 

l’échantillon de départ (Conesa et al., 2016). 

 L’assemblage des transcrits 

Encore aujourd’hui, l’assemblage des lectures pour reconstituer le transcrit d’origine 

constitue un défi bio-informatique. Plusieurs outils utilisent les résultats de l’alignement effectué en 

amont pour optimiser l’assemblage et éviter la reconstruction de transcrits chimériques (Phillippy, 

2017).  

Par exemple, Cufflinks (Trapnell et al., 2012) construit un graphe de chevauchement en 

fonction des lectures alignées sur le génome. En parcourant ce graphe et ainsi assembler les lectures 

en transcrits, l’outil minimise le nombre de fragments reconstruits expliquant les lectures du graphe. 

StringTie utilise un graphe dans lequel les nœuds représentent les exons ou fragments d’exons 

(alignés en un bloc sur le génome) et les arrêtes représentent les variations d’épissage (Pertea et al., 

2015). 
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L’assemblage de novo permet la reconstruction de transcrits sur la seule base des lectures 

séquencées et est donc particulièrement indiqué pour les études effectuées chez des espèces sans 

génome ou transcriptome de référence. Cette stratégie peut également être utilisée dans les espèces 

modèles pour identifier de nouvelles isoformes ou de nouveaux gènes. Sans guide, les outils comme 

Trinity (Grabherr et al., 2011) ou SOAPdenovo (Luo et al., 2012 ; Xie et al., 2014) utilisent le 

chevauchement des lectures entre elles pour reconstruire le transcrit d’origine. Ils utilisent le graphe 

de DeBruijn, où chaque nœud représente un k-mer (segment d’une lecture) et les arrêtes représentent 

leur chevauchement. En théorie, la séquence représentée par un chemin continu au sein du graphe 

correspond au transcrit d’origine, mais les erreurs de séquençage, les portions répétées et les variants 

d’épissage complexifient grandement la structure du graphe, ayant pour conséquence des erreurs 

d’assemblage. 

Pour tous les outils existants, les protocoles de séquençage pairés permettent de réduire le 

nombre de reconstructions chimériques. Les transcrits ainsi reconstruits peuvent ensuite être utilisés 

comme transcriptome de référence pour l’alignement des lectures, optimisant la quantification à 

venir. 

 La quantification des transcrits et la normalisation 

La quantification est une étape fondamentale de l’analyse et de nombreux outils sont 

disponibles (Anders et al., 2015; Li and Dewey, 2011; Liao et al., 2014; Pollier et al., 2013; Trapnell 

et al., 2010). Le niveau d’expression de chaque gène est approché par l’estimation de son abondance 

(nombre de copies par rapport au nombre total de transcrits), elle-même estimée par rapport au 

nombre de lectures alignées. Plusieurs paramètres rentrent en compte tels que la taille effective du 

transcrit/gène, la longueur des lectures et la distribution des fragments. L’alignement et la 

quantification sont donc des étapes d’analyse intimement liées, qui peuvent être effectuées en même 

temps si le projet ne nécessite que la quantification des gènes. Les unités de mesure les plus 

communément utilisées sont FPKM (fragments per kilobase of exon model per million mapped 

reads), adapté au séquençage pairé, RPKM (reads per kilobase of exon model per million reads) et 

TPM (transcripts per million). Elles représentent différentes manières d’appréhender l’abondance 

d’un transcrit selon les paramètres énoncés précédemment et de normaliser son expression afin de 

permettre les comparaisons intra- et inter-échantillons. 

La normalisation permet de corriger les biais techniques systématiques et rendre les données 

comparables entre les échantillons (pour revue et comparaison, Li et al., 2015, 2017b; Lin et al., 

2016). Les méthodes statistiques descriptives sont communément utilisées, comme la normalisation 

par quantile, qui corrige l’expression des transcrits suivant l’hypothèse que les comptages des 

lectures ont la même distribution dans tous les échantillons (Bolstad et al., 2003). D’autres méthodes 
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évaluent des facteurs d’échelle (scale factors) en prenant en compte la taille des librairies de chaque 

échantillon (nombre total de lectures alignées), comme la normalisation par TMM (Trimmed mean 

of M-values) (Robinson and Oshlack, 2010). Ces approches peuvent être directement intégrées aux 

outils d’analyse de l’expression différentielle. Par exemple, le calcul de facteurs d’échelle fait partie 

intégrante de DESeq, un package R dédié à l’analyse différentielle des données de RNA-seq (Anders 

and Huber, 2010). D’autres approches utilisent des méthodes des algorithmes de machine learning 

pour estimer et normaliser l’abondance des transcrits, tels que RSEM (RNA-Seq by Expectation-

Maximization) (Li and Dewey, 2011) et Sailfish (Patro et al., 2014). Cette dernière méthode est 

innovante, car elle ne nécessite pas d’alignement préalable des lectures sur une référence. 

Il est souvent nécessaire d’appliquer un seuil d’expression pour éliminer les transcrits les 

moins exprimés, pouvant être générés par des erreurs de séquençage, d’alignement ou d’assemblage. 

Il n’existe pas de consensus pour définir ce seuil. Suite à la quantification et à la normalisation de 

l’expression des gènes, il est nécessaire d’évaluer la qualité des échantillons à l’échelle d’un projet. 

La reproductibilité des résultats entre les réplicats techniques et biologiques est évaluée grâce à un 

test de corrélation global ou une analyse en composante principale (ACP), pour ainsi obtenir une 

représentation de la variabilité entre les échantillons (Conesa et al., 2016). Il n’existe pas de standard 

pour valider ou non la reproductibilité des réplicats car celle-ci dépend fortement du matériel 

biologique étudié. Par exemple, le travail sur organes humains implique toujours plus de variabilité 

inter-individuelle que des études sur une lignée murine (Hardwick et al., 2017). 

 L’analyse différentielle 

Les études transcriptomiques ont pour but de comparer les transcriptomes entre des tissus, 

des individus, des réponses environnementales (produits chimiques, stress…) ou lors du 

développement, afin de décrypter les mécanismes transcriptionnels les caractérisant. L’analyse 

différentielle de l’expression est conditionnée par le protocole expérimental et l’objectif du projet, il 

n’y a pas de consensus clairs sur les protocoles d’analyses optimales. Cependant, trois étapes 

essentielles sont requises : la normalisation (voir « La quantification des transcrits et la normalisation 

»), l’estimation de la variabilité et les tests statistiques. 

Suite à la normalisation, l’expression des transcrits peut être comparée entre les échantillons. 

L’une des méthodes de base pour mesurer la variation d’expression est le calcul de ratio (ou fold-

change), qui représente le rapport de deux abondances. Comme pour la normalisation, plusieurs 

méthodes sont implémentées dans les outils utilisés, comme DESeq (Anders and Huber, 2010) et 

edgeR (Robinson et al., 2010) et sont répertoriées dans (Fang et al., 2012; Huang et al., 2015; Kvam 

et al., 2012; Wu and Wu, 2016). 
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Enfin, il est nécessaire d’évaluer la variabilité de l’expression d’un transcrit entre les 

réplicats, surtout lorsque leur nombre est limité (Law et al., 2014; Robles et al., 2012; Seyednasrollah 

et al., 2015). Des outils, tel que Limma (Ritchie et al., 2015) ou Cuffdiff (Trapnell et al., 2012), vont 

permettre d’évaluer la variabilité de l’expression d’un transcrit au sein des réplicats biologiques 

d’une condition expérimentale, mais également au sein de l’ensemble des échantillons et écarteront 

de la suite de l’analyse ceux démontrant une trop grande variabilité au sein des données. 

Le choix de la méthode de classification des données (clustering) est fondamental pour 

l’interprétation biologique. Le clustering permet de réduire la complexité des données en décrivant 

des groupes de transcrits suivant une dynamique d’expression similaire entre les échantillons. Parmi 

les approches traditionnelles, les méthodes hiérarchiques définissent les groupes de gènes grâce à un 

calcul de distance de leurs profils d’expression, comme la distance euclidienne (revues dans Oyelade 

et al., 2016). Les méthodes de partitionnement, dont la méthode k-means, consiste en la fusion des 

groupes dont les centroïdes sont les plus proches. Il existe de nombreuses méthodes de classification 

(revues dans Oyelade et al., 2016), mais aucun algorithme de partitionnement n’est optimal pour 

toutes les structures de données (Pirim et al., 2012). Le choix de la stratégie doit prendre en compte 

la normalisation des données, leur distribution et le protocole expérimental (données statiques, étude 

temporelle). 

 La caractérisation de nouvelles isoformes et de nouveaux gènes  

Comme évoqué précédemment (voir « Les longs ARN non codants »), le statut non codant 

de certains ARNlnc a pu être remis en cause grâce à la découverte de gènes codant pour de courts 

peptides (Frith et al., 2006 ; Hanada et al., 2007 ; Kastenmayer et al., 2006 ; Oyama et al., 2004). 

Plusieurs outils ont été mis en place pour prédire le potentiel codant d’une séquence 

nucléotidique et de nombreuses approches sont disponibles. Par exemple, Coding-Potential 

Assessment Tool (CPAT) (Wang et al., 2013), Coding Potential Calculator (CPC) (Kong et al., 

2007), Coding-Non-Coding Index (CNCI) (Sun et al., 2013) et COME (Hu et al., 2017) utilisent les 

caractéristiques intrinsèques de la séquence nucléotidique pour modéliser son potentiel codant. 

D’autres tentent de prédire la présence de domaines protéiques, comme PfamScan (Mistry et al., 

2007) ou HMMER (Finn et al., 2011), ou étudient la conservation des séquences potentiellement 

codantes entre les espèces, comme phyloCSF (Lin et al., 2011). 

En complément de l’approche prédictive, il est possible d’intégrer les données de RNA-seq 

à une analyse protéomique. La protéomique informée par la transcriptomique (Proteomics informed 

by Transcriptomics, PIT) est une méthode qui permet d’associer des peptides détectés par 

spectrométrie de masse avec les transcrits séquencés (Evans et al., 2012). Brièvement, les transcrits 

reconstruits sont traduits en séquences peptidiques potentiels dans les trois cadres de lectures 
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potentiels et sont ensuite intégrés aux protéomes de référence, Uniprot (Pundir et al., 2015) et 

Ensembl (Yates et al., 2016). Les données de spectrométrie de masse vont ensuite être analysées et 

les peptides identifiés grâce à cette nouvelle référence enrichie. Ainsi, certains peptides détectés 

expérimentalement peuvent être identifiés comme des peptides codés potentiellement par des 

nouveaux transcrits assemblés. 

Ainsi, la conjugaison de ces deux approches permet d’identifier de potentiels nouveaux gènes 

codants, soit précédemment annotés comme non codants, soit de nouveaux gènes non annotés (Chocu 

et al., 2014). 

 L’analyse fonctionnelle 

L’analyse fonctionnelle des groupes de gènes co-exprimés va permettre d’associer une 

dynamique transcriptionnelle avec un processus biologique particulier. Chaque gène connu est 

annoté avec les processus biologiques, les fonctions moléculaires ou les voies moléculaires dans 

lesquels ses produits sont impliqués. Ces informations sont disponibles dans des bases de données 

telles que la Gene Ontology (GO) (Gene Ontology Consortium, 2015) ou la Kyoto encyclopedia of 

genes and genomes (KEGG pathways) (Kanehisa et al., 2016). Globalement, des méthodes 

d’enrichissement évaluent la surreprésentation (ou sous-représentation) des gènes associés à une 

même annotation dans un groupe par rapport à l’ensemble des gènes caractérisés dans l’étude 

transcriptomique. Parmi les nombreux outils disponibles (revus dans Khatri et al., 2012), DAVID 

(Huang et al., 2007) est le plus utilisé aujourd’hui, car il intègre 14 bases d’annotations différentes 

(Sherman et al., 2007), mais qui ne sont pas mises à jour. L’association des partitions de gènes co-

exprimés à des processus biologiques permet d’inférer ces fonctions à des gènes non annotés. 

 L’analyse de réseaux 

L’analyse différentielle et la classification des transcrits ne permettent pas de modéliser la 

dépendance au sein du transcriptome, comme l’effet des facteurs de transcription sur l’expression de 

leurs cibles. La représentation par graphe et l’analyse de réseau permettent de modéliser de telles 

interactions, les nœuds représentant généralement les transcrits ou les gènes.  

L’information portée par les arrètes peut varier. D’une part, elles peuvent représenter une 

corrélation (positive ou négative) significative entre les profils d’expression de deux gènes (Butte et 

al., 2000; De la Fuente et al., 2004). La méthode Weighted Correlation Network Analysis (WGCNA) 

est basée sur le feuillage de la matrice de covariance empirique (Zhang and Horvath, 2005). Des 

méthodes basées sur le calcul de l’information mutuelle ont également été proposées (Basso et al., 

2005; Margolin et al., 2006). Cependant, une corrélation très élevée entre le niveau d’expression de 

deux gènes n’implique pas un lien direct entre les deux gènes (Ballouz et al., 2015). Il est également 
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possible d’intégrer des données d’interactions contenues dans les bases de données pour reconstruire 

le graphe, en prenant en compte les régulations entre les facteurs de transcription et leurs cibles 

connues, dans TRRUST (Han et al., 2015a) ou the Transcription Factor Encyclopedia (Yusuf et al., 

2012), ou des données d’interaction contenues dans MIntAct (Orchard et al., 2014). L’analyse 

topologique du graphe permet notamment de détecter des modules de gènes très connectés ou des 

nœuds centraux, permettant ainsi de mettre en évidence nouveaux gènes d’intérêt (Li et al., 2016; 

Serin et al., 2016). 

 Intégration de données haut-débit : la multi-omique 

L’analyse intégrative des données de transcriptomique avec d’autres données -omiques 

permet d’apprécier la régulation de l’expression des gènes en fonction des autres aspects 

moléculaires tels que la génomique ou l’épigénomique.  

1.1.4.9.1. RNA-seq et génomique 

L’intégration de séquençage d’ADN avec des données de RNA-seq peut permettre la 

découverte de polymorphismes mononucléotidiques (single nucleotide polymorphism, SNP) ou 

l’expression de loci de caractère quantitatif (expression quantitative trait loci, eQTL). L’étude des 

eQTL nécessite les profils transcriptomiques et génotypiques d’un tissu prélevé chez un grand 

nombre d’individus. La corrélation entre le niveau d’expression d’un gène et son génotype permet 

d’associer des variations génétiques à des caractères complexes comme la taille (Giambartolomei et 

al., 2014), la susceptibilité à certaines pathologies (Moffatt et al., 2007), ou même les régulations 

induites par l’architecture du génome sur son expression (Gaffney, 2013; Gilad et al., 2008). Il a 

également été démontré que les variations génétiques induisent des modifications dans l’expression 

des gènes (Battle et al., 2014; Lappalainen et al., 2013; Montgomery et al., 2010; Pickrell et al., 

2010).  

1.1.4.9.2. RNA-seq et épigénomique 

L’intégration de données d’épigénétique avec la transcriptomique permet d’apprécier les 

conséquences de la méthylation de l’ADN ou de l’état de la chromatine sur l’expression des gènes. 

D’une part, il s’agit d’évaluer la corrélation entre les profils de méthylation de régions 

génomiques avec la dynamique d’expression des gènes associés (Kim et al., 2011; Li et al., 2013a; 

Xie et al., 2011). Différentes approches permettent de définir l’ensemble des gènes dont la 

méthylation et l’expression ont des profils comparables (Jiao et al., 2014). D’autre part, la 

technologie de ChIP-seq (chromatin immunoprecipitation sequencing) permet de séquencer 

spécifiquement les régions génomiques sur lesquelles est fixée une protéine d’intérêt. Cette 
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technologie peut être utilisée pour cibler les marques d’histones de la chromatine. Ainsi, il est 

possible d’associer l’état de la chromatine et l’expression des gènes associés à ces régions (Kundaje 

et al., 2015; Madrigal and Krajewski, 2015) (revue dans (Angelini and Costa, 2014).  

1.1.4.9.3. RNA-seq et smallRNA-seq 

Comme énoncé précédemment (voir « Les petits ARN non codants »), les ARNpnc 

remplissent de nombreuses fonctions de régulation de l’ARN, parfois en interagissant directement 

avec les transcrits qu’ils ciblent. De plus, les ARNlnc peuvent être des précurseurs pour les miARN. 

De fait, il est intéressant d’utiliser une approche intégrative des données de RNA-seq et de 

smallRNA-seq pour décrypter les mécanismes de régulation en jeu. Plusieurs outils sont disponibles 

pour prédire les cibles des miARN, comme mirWalk (Dweep et al., 2011) et miRBase (Kozomara 

and Griffiths-Jones, 2014). Ces prédictions sont raffinées par d’autres outils intégrant les données de 

smallRNA-seq et de RNA-seq en évaluant l’anti-corrélation des profils d’expression des miARN et 

leurs cibles prédites (Nam et al., 2009; Sales et al., 2010; Wu and Watson, 2009). 

 Les bases de données et répositoires en transcriptomique 

 Les banques de données généralistes  

1.1.5.1.1. Les banques de séquences nucléotidiques  

Plusieurs centres et instituts ont mis en place des bases de données permettant d’avoir accès 

à de nombreuses informations relatives aux gènes.  

Les bases de données maintenues par le National Cancer for Biology Information (NCBI) 

sont parmi les plus utilisées de nos jours. EntrezGene (Brown et al., 2015) répertorie environ 17 

millions de gènes (Mars 2017) et accumule de nombreuses informations sur leur séquence (RefSeq, 

Pruitt et al., 2014) et leurs annotations, telles que leur nom et symbole, leur structure intronique et 

exonique, les isoformes de transcrits… Le lien avec d’autres bases de données permet d’agréger sous 

un identifiant unique, l’EntrezGene ID, les informations relatives à leur homologie (HomoloGene, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene/) (NCBI Resource Coordinators, 2016), leur annotation 

avec des processus biologiques particuliers (Gene Ontology, The Gene Ontology Consortium, 2017), 

leur bibliographie associée (PUBMED, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) et bien d’autres 

données. Avec la même volonté d’agréger, d’uniformiser et d’intégrer les données génomiques issues 

de différentes sources, l’European Bioinformatics Institute et le Wellcome Trust Sanger Institute ont 

mis en place une base de données centrée sur les gènes, Ensembl (Zerbino et al., 2018). La base de 

données de l’UCSC (University of California Santa Cruz) (https://genome.ucsc.edu/index.html) met 

à disposition des nombreuses ressources génomiques et outils bio-informatiques. Parmi ces 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
http://www.sanger.ac.uk/
https://genome.ucsc.edu/index.html
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ressources, les séquences et annotations du génome de plus d’une centaine d’espèces et de génomes 

sont disponibles. L’outil de visualisation des génomes de l’UCSC est l’un des plus utilisés 

aujourd’hui, car il permet de visualiser simplement les données de génomique (structure, variants…), 

de transcriptomiques (expression…) et d’épigénomique (méthylation…) d’une région donnée. 

Chaque base de données a développé sa propre procédure d’identification et d’annotation, ce 

qui engendre des différences significatives dans leur contenu. Une étude comparative des résultats 

de l’analyse de données de RNA-seq a mis en évidence l’importance de l’annotation du génome ou 

transcriptome de référence lors de l’alignement ou de la quantification des transcrits (Zhao and 

Zhang, 2015).  

1.1.5.1.2. Les banques de séquences protéiques 

Le consortium Uniprot a mis en place une des bases de données contenant les séquences et 

annotations des protéines (Bateman et al., 2017). D’une part, on retrouve une banque de données non 

redondante, agrégée grâce à une curation manuelle révisée, SwissProt et d’autre part, un ensemble 

de données issues d’une curation automatique non révisée, TrEMBL. La Protein Data Bank (PDB) 

contient des données sur la structure tridimensionnelle des protéines, issues d’analyse par 

cristallographie (http://www.rcsb.org/pdb/, Berman et al., 2000). 

1.1.5.1.3. Les banques de données génomiques 

Avec la démocratisation des technologies haut-débit de génomique, épigénomique, 

transcriptomique et protéomique, la communauté scientifique a mis en place des espaces de dépôts 

permettant aux scientifiques de partager leurs données. Gene Expression Omnibus (GEO, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) (Barrett et al., 2012), ArrayExpress (Kolesnikov et al., 2015) et 

Sequence Read Archive (SRA) (Leinonen et al., 2011) sont des espaces de dépôt dédiés aux données 

brutes issues de la génomique (principalement des données de puces à ADN et de séquençage). 

 Les banques de données dédiées à la reproduction 

Des bases de données dédiées au domaine de la reproduction ont également été mises en 

place. Certaines d’entre elles ont agrégé les connaissances accumulées au fil des études grâce à la 

curation manuelle ou des méthodes d’analyse de textes d’articles publiés. En analysant 43 000 

articles publiés avant mars 2014, FollicleOnline décrit 580 gènes impliqués dans la folliculogénèse 

de nombreuses espèces, ainsi que les données expérimentales associées (Hua et al., 2015). Utilisant 

une approche similaire, SpermatogenesisOnline met en lumière 1666 gènes participant à la 

spermatogenèse (Zhang et al., 2013). L’outil intègre également un modèle de prédiction basé sur les 

résultats de la curation manuelle, des données de transcriptome de testicule adulte de souris et des 

http://www.rcsb.org/pdb/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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données d’interactions protéine-protéine et ainsi prédit l’implication de 762 gènes candidats dans la 

spermatogenèse. 

Dès l’émergence des technologies telle que le SAGE, certains outils ont été mis en place 

pour valoriser et partager les résultats. GonadSAGE est une banque de données de SAGE comparant 

six temps de développement de gonades chez la souris. Elles peuvent être visualisées dans le 

navigateur de génome de l’UCSC (Lee et al., 2010). GermSAGE rend disponible des données de 

SAGE obtenues dans des cellules germinales souris : spermatogonie A, spermatocytes pachytènes et 

spermatides ronds (Lee et al., 2009).  

En ce qui concerne les données de transcriptomique issues des puces à ADN, the GenitoUrinary 

Development Molecular Anatomy Project (GUDMAP) est un consortium international qui a mis en 

place l’agrégation de données variées de transcriptomique dans tout l’appareil urogénital de souris 

(Harding et al., 2011). Il regroupe notamment des données de transcriptomique d’organes, de cellules 

micro-disséquées ou triées par FACS de tout le système urogénital en développement, y compris 

testicule et ovaire (Harding et al., 2011). L’Ovarian Kaleidoscope database (OKdb) combine les 

méthodes d’analyse de texte et les résultats de puces de l’ovaire et de ses cellules à différents stades 

de développement (Hsueh and Rauch, 2012). En intégrant les annotations disponibles, l’accès est 

facilité aux diverses informations des gènes d’intérêt, sur les processus biologiques ou les voies dans 

lesquels il est impliqué, aux données d’expression des gènes à travers les diverses études 

transcriptomiques intégrées et les phénotypes auxquels il peut être associé. Ce type de ressource 

permet d’aiguiller les chercheurs dans leurs recherches. En ce qui concerne la lignée germinale, 

GermOnline (Lardenois et al., 2010) est un outil de génomique comparative, car il intègre des 

données de différentes espèces, se concentrant sur le développement de la lignée germinale, la méiose 

et la gamétogenèse. 

Comme évoqué précédemment, le séquençage à ultra-haut-débit a permis d’élargir les 

classes d’ARNs caractérisé dans divers échantillons biologiques. GermlncRNA est une base de 

données spécifique des types cellulaires de la lignée germinale (Luk et al., 2015). En intégrant les 

résultats de plusieurs études de transcriptomiques (Gan et al., 2013; Lee et al., 2009, 2012; Soumillon 

et al., 2013; Sun et al., 2013a), il a été possible de créer un catalogue des ARNlnc recensés dans les 

spermatogonies A, les spermatocytes et spermatides. Enfin, Spermbase est une ressource dédiée au 

transcriptome du sperme humain, rat, souris et lapin (Schuster et al., 2016). 

Pour finir, le Reprogenomic Viewer (RGV) est une base de données qui permet de visualiser 

et de comparer de nombreuses études de séquençage haut-débit - en génomique, transcriptomique et 

épigénomique - dans le domaine de la reproduction (Darde et al., 2015). Il met à disposition de la 

communauté un navigateur de génome qui permet d’explorer les différents jeux de données intégrés 

et permet des comparaisons interespèces des résultats. 



Introduction 
 

 

35 

 

  



 

36 

 

 

 
 

 
 Anatomie du testicule (A) et de l’ovaire adulte (B).  
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1.2. La différenciation gonadique chez les mammifères 

 Les gonades adultes et fonctions de reproduction 

Le testicule comme l’ovaire assument des fonctions analogues de production de gamètes et 

d’hormones. Cependant, les stratégies mises en place par les deux sexes pour assurer la reproduction 

de l’espèce sont fondamentalement différentes, voire opposées, mais toujours complémentaires. 

Les populations cellulaires formant les deux gonades sont spécifiques de chacune, mais 

présentent des analogies de fonction qui permet de les catégoriser. La lignée germinale correspond 

aux cellules en différenciation aboutissant à la production de gamètes, spermatozoïdes ou ovocytes. 

Les cellules supportrices sont les cellules qui permettent le bon déroulement de la différenciation des 

gamètes grâce à leur sécrétion de facteurs paracrines, les cellules de Sertoli chez le mâle, ou les 

cellules de la granulosa chez la femelle. Enfin, les cellules stéroïdogènes vont assurer la production 

d’hormones au sein de la gonade, les cellules de Leydig dans le testicule ou les cellules de la thèque 

et de la granulosa dans l’ovaire. 

 Structures des gonades adultes 

Le testicule adulte est composé de deux compartiments : les tubules séminifères et l’espace 

interstitiel. Les tubules séminifères s’enchevêtrent de façon compacte et se regroupent au niveau du 

rete testis. Un ensemble de nombreux tubules forme un lobule testiculaire, que l’on retrouve au 

nombre de 250 à 300 dans le testicule adulte (de Kretser et al., 2018). Les tubules séminifères sont 

constitués de trois types cellulaires : les cellules de Sertoli, les cellules germinales, interagissant avec 

les cellules de Sertoli et se différenciant et les cellules péritubulaires, délimitant les tubules 

séminifères de l’espace interstitiel (Figure 8A). 

Les coupes histologiques d’ovaire adulte montrent également deux compartiments 

tissulaires. La médulla constitue la zone centrale de l’ovaire, constituée d’un tissu conjonctif lâche, 

très vascularisé et innervé. En périphérie de l’organe se trouve le cortex, constitué d’un tissu 

conjonctif riche en fibroblastes, le stroma ovarien, dans lequel sont inclus les follicules de la réserve 

ovarienne et les follicules en croissance. L’enveloppe ovarienne est formée par l’albuginée et un 

épithélium de surface (Bahr, 2018) (Figure 8B). 

La première différence entre le testicule et l’ovaire est que la méiose des cellules germinales 

femelles commence pendant la vie fœtale, alors que celle-ci ne début qu’à la puberté chez l’homme. 

Des plus, l’ovaire subira de constantes transformations au cours de la vie de la femme adulte. En 

effet, la folliculogénèse désigne le recrutement d’un follicule primordial et son développement 

jusqu’à l’ovulation ou à l’involution. Un ovaire est donc constitué de 90 à 95 % follicules 
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primordiaux quiescents et 5 à 10 % de follicules activés (Baerwald et al., 2012). Ce processus de 

maturation dure environ une année et 99 % des follicules activés subiront une atrésie au cours de leur 

développement. Au cours de la vie d’une femme, seulement 400 follicules aboutiront à l’ovulation. 

L’ovaire est donc un organe dynamique, qui subira des vagues successives d’activation au cours de 

sa vie. 

 La fonction exocrine des gonades adultes 

Le testicule et l’ovaire sont fondamentalement différents au niveau de la stratégie de 

production de gamètes, le premier produisant une grande quantité de spermatozoïdes tout au long de 

la vie et le deuxième établissant un stock limité au cours de son développement, qui s’épuisera au fil 

de la vie de la femme. 

La spermatogenèse est définie comme l’ensemble des transformations aboutissant à la 

formation d’un spermatozoïde haploïde mature à partir d’une spermatogonie et a lieu dans les tubules 

séminifères. Chez l’Homme, la puberté marque le début de la production de spermatozoïdes, qui 

augmente jusqu’à un pic d’environ 250 millions/jour à 20 ans, puis diminue progressivement 

(Sharpe, 2012). À 70 ans, le nombre moyen de spermatozoïdes produits par jour est d’environ 50 

millions, mais les variabilités interindividuelles sont très importantes, des cas d’azoospermie étant 

détectés à tout âge (~50 % des hommes de 80 ans). Cette production intensive de spermatozoïdes est 

possible grâce au soutien de cellules de Sertoli, qui fournissent les facteurs biochimiques 

indispensables à chaque étape de différenciation et de maturation des cellules germinales. De plus, 

les spermatogonies ont la capacité de s’engager vers deux voies de développement : l’une vers la 

spermatogenèse, donc la production de gamètes, l’autre vers leur propre renouvellement. 

Aujourd’hui, il n’existe pas de consensus au sein de la communauté scientifique pour décrire les 

mécanismes permettant une capacité aussi robuste de persistance à travers la vie de l’homme (Boitani 

et al., 2016; Lord and Oatley, 2017). 

La stratégie ovarienne est différente de celle du testicule. L’ovogenèse débute pendant la vie 

fœtale. À noter qu’il faut distinguer l’ovogenèse, correspondant aux transformations qui permettront 

la production un ovocyte fécondable à partir des précurseurs germinaux, de la folliculogénèse, qui 

désignent la maturation du follicule primordial jusqu’à l’excrétion de l’ovocyte et à la formation d’un 

corps jaune. En effet, comme décrit dans le chapitre dédié au «  Développement ovarien », les 

ovocytes entrent en phase de méiose à partir de la 13ième semaine de développement (SD, équivalent 

au nombre de semaines de gestation), de manière asynchrone (Carninci et al., 2005; Motta, 1997). 

Ils subissent alors un arrêt méiotique à partir de la 17ième SD et sont individualisés dans un follicule 

primordial. Le cycle méiotique ne reprendra que lors de l’ovulation. À la naissance, l’ovaire dispose 

d’un stock d’environ 1 million de follicules primordiaux, susceptibles d’être activés et de conduire à 
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l’ovulation d’un ovocyte. Ce stock sera réduit à 300 000 follicules au début de la puberté. À environ 

37 ans, la femme dispose toujours de 25 000 follicules primordiaux, mais la vitesse de 

dégénérescence s’accélère jusqu’à l’épuisement du stock, ayant pour conséquence la mise en place 

de la ménopause (Hansen et al., 2008). 

 La fonction endocrine des gonades adultes 

1.2.1.3.1. La stéroïdogenèse  

Dans le testicule, le taux de testostérone est directement lié au nombre des cellules de Sertoli 

et à l’activité des cellules de Leydig. L’étude de l’évolution du taux plasmatique au cours de la vie a 

pu mettre en évidence trois vagues de différenciation de cellules Leydig (Griswold and Behringer, 

2009; Wainwright and Wilhelm, 2010). La première vague a lieu pendant la vie fœtale, produisant 

des cellules de Leydig fœtales (voir chapitre « Cellules de Leydig »). Ensuite, 2 à 3 mois suivant la 

naissance, les cellules de Leydig se différencient pendant la « mini-puberté » (Prince 2001). Cette 

vague semble être induite par la réactivation de l’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique, qui 

conduit à la production de LH circulant, associée à une augmentation du niveau de testostérone 

(Mann and Fraser 1996). Le nombre des cellules de Leydig immatures va décroitre progressivement 

jusqu’à la troisième vague de différenciation à la puberté (Svechnikov et al., 2010). L’origine et le 

devenir des différentes populations de cellules de Leydig sont encore débattus. 

La stéroïdogenèse du testicule permet la synthèse de testostérone et de dihydrotestostérone 

(DHT) à partir de différentes sources de cholestérol par les cellules de Leydig et est décrite dans le 

chapitre « Synthèse des stéroïdes ». Une quantité limitée de testostérone peut être convertie en 

œstradiol par l’aromatase dans les cellules de Sertoli, mais le testicule n’est qu’une source mineure 

d’œstrogène circulant (Li et al., 2018). Au sein de la gonade, la testostérone peut se fixer aux 

récepteurs aux androgènes (AR). Avant la fixation de l’hormone, son récepteur est localisé dans le 

cytosol, lié à un complexe protéique chaperon (Hsp90, Hsp70 et FKBP51). La fixation de l’hormone 

entraine des modifications de la conformation de son récepteur, sa translocation vers le noyau, et son 

interaction avec la machinerie transcriptionelle (McEwan and Smith, 2018). Elle agit sur les cellules 

de Sertoli, péritubulaires et sur les cellules de Leydig et permet ainsi réguler de la spermatogenèse 

(Mainwaring et al., 1988). Les œstrogènes (l’œstradiol notamment) agissent via les récepteurs aux 

œstrogènes exprimés au niveau des cellules de Leydig (ERα), de Sertoli (ERß) ainsi que dans les 

cellules germinales (Pelletier et al., 2000). Les œstrogènes modulent les effets des gonadotrophines 

et de la testostérone sur les fonctions testiculaires. Il a été démontré l’importance de ces hormones 

sur la spermatogenèse et la fertilité (O’Donnell et al., 1996). Pendant la vie de l’homme, la 

testostérone est nécessaire à la spermatogenèse, mais aussi à l’acquisition des caractères sexuels 

secondaires. Cette hormone peut également contrôler la fonction érectile et stimuler la libido. Hors 
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du spectre de la reproduction, elle intervient également dans l’augmentation de la masse musculaire, 

la production de sébum par la peau et dans la croissance du squelette (Snyder et al., 2016; Wu et al., 

2010). 

Dans l’ovaire, les cellules de la thèque sont localisées dans le tissu interstitiel, séparées des 

cellules de la granulosa par une membrane basale. Elles n’apparaissent que lors de la formation des 

follicules secondaires, dans l’ovaire adulte (Orisaka et al., 2009). Elles semblent partager une origine 

commune avec les cellules de la granulosa, des cellules précurseures de l’épithélium cœlomique (Liu 

et al., 2015). Ces cellules stéroïdogèniques produisent des androgènes, comme l’androstenedione, 

qui est ensuite converti en œstrogènes, dont l’œstradiol, via CYP19 exprimé dans les cellules de la 

granulosa (Richards and Pangas, 2010). Après l’ovulation, le corps jaune se forme et produit 

également de l’œstradiol, mais aussi de la progestérone. Ces hormones étant produites lors du cycle 

ovarien, leur niveau sérique est également cyclique. Au sein de la gonade, l’œstradiol stimule la 

prolifération et l’activité anti-apoptotique des cellules de la granulosa (Couse et al., 2005), mais 

participe également à l’expression des composants de la matrice extracellulaire et de la membrane 

basale (Zalewski et al., 2012). Il constitue donc un régulateur paracrine indispensable à la croissance 

folliculaire (Goldenberg et al., 1972). Des récepteurs de la progestérone sont exprimés par les cellules 

de la granulosa des follicules préovulatoires en réponse au pic de LH. Après invalidation de ces 

récepteurs par KO, les souris sont stériles, elles présentent un défaut d’ovulation (pour revue, Akison 

& Robker, 2012). Les hormones ovariennes participent également au cycle utérin. La progestérone 

produite par l’ovaire permet le développement de la muqueuse utérine lors des cycles et donc 

participe activement à la gestation (Groothuis et al., 2007). 

1.2.1.3.2. Les hormones polypeptidiques 

 L’activine et l’inhibine 

Les activines et inhibines font partie de la famille des transforming growth factor β (TGFβ). 

L’activine est produite par de nombreuses cellules, comme les macrophages et les cellules 

dendritiques, et rempli donc divers rôles, comme celui de médiateur de la fonction de la lignée 

cellulaire myéloïde (monocyte et macrophage).  

Les activines et inhibines produits par le testicule et l’ovaire ont une action contraire au 

niveau de l’axe hypothalamo-hypophysaire. L’activine se lie à ses récepteurs présents sur les cellules 

de l’hypophyse et stimule la production de FSH. L’inhibine exerce une action antagoniste sur ces 

récepteurs, inhibant de fait la production de FSH (Bilezikjian et al., 2004). Au-delà de leurs fonctions 

au sein de l’axe hypothalamo-hypophysaire, ces deux hormones sont également impliquées dans une 

régulation paracrine de l’activité des gonades.  
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Dans le testicule adulte, l’activine est produite par les cellules de Sertoli, et joue un rôle dans 

la régulation de la maintenance de la barrière hématotesticulaire, et dans la différenciation des 

cellules germinales (Loveland, 2018). L’inhibine est également produite par les cellules de Sertoli, 

et son rôle majeur est son inhibition de la production de FSH par l’hypophyse (Robertson, 2018). 

Dans l’ovaire humain, l’activine est produite par les cellules de la granulosa, et la production 

des deux inhibines est dépendante du cycle ovarien : l’inhibine B est principalement produite pas les 

cellules de la granulosa des follicules en croissance, et l’inhibine A est produite par le corps jaune 

suite à l’ovulation (Bernard et al., 2018). L’inhibine stimule la production d’androgènes par les 

cellules de la thèque, alors que l’activine l’inhibe. Chez la souris, l’action de l’activine au sein des 

cellules de la granulosa est dépendante de l’âge de l’individu. D’une part, dans les follicules de souris 

immatures, l’activine semble stimuler l’expression des récepteurs à la FSH, ce qui augmente la 

prolifération des granulosa et la production d’œstrogène via une augmentation de l’action de la FSH. 

Chez les souris plus âgées, l’activine bloque la croissance folliculaire induite par la FSH. Ces modes 

de régulation âge-dépendant ne sont pas encore décryptés (Bernard et al., 2018).  

 L’INSL3 et son action dans le testicule adulte 

L’INSL3 est une hormone peptidique de la famille des insulin relaxin, et agit grâce à sa 

fixation sur son récepteur (RXFP2) (Ivell et al., 2017). Elle est produite par les cellules de Leydig 

adultes, mais bien que son rôle dans la première phase de descente testiculaire soit bien défini (voir 

« Synthèse de l’insulin-like factor 3 »), son implication à l’âge adulte est moins bien définie. Elle 

semble être impliquée dans la morphogenèse des os, dans la régulation de la stéroïdogenèse et comme 

un facteur de survie des cellules du sperme (Ivell et al., 2017). 
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 L’AMH et son action dans l’ovaire adulte 

L’AMH fait partie de la famille des TGFβ. Cette hormone est principalement associée à la 

masculinisation du tractus génital mâle pendant la vie fœtale (voir « Masculinisation du tractus 

génital : l’AMH »), mais est également impliquée dans la régulation du cycle ovarien (revue dans 

Mossa and Ireland, 2018). Elle est produite par les cellules de la granulosa des follicules en 

développement, en fonction du cycle ovarien. En effet, sa production est régulée par de nombreux 

facteurs encore mal définis. 

D’une part, elle serait régulée par les BMPs (BMP4, BMP6, BMP15) produits par les 

ovocytes et les cellules de la thèque. Sa production serait également dépendante de la FSH, mais ce 

processus est spécifique des espèces (Monniaux et al., 2012; Scheetz et al., 2012). Elle commence à 

être exprimée par les follicules primaires, et atteindra son pic de production dans les follicules 

préantraux. Ensuite, sa production diminue dans le follicule en phase préovulatoire. 

L’AMH participe à la régulation du développement folliculaire. Chez des souris mutantes, 

l’absence de l’hormone entraîne un recrutement accéléré des follicules primordiaux, ce qui aboutit à 

un épuisement précoce de la réserve ovarienne. Les cultures in vitro d’ovaires humains ont également 

démontré que l’AMH empêche l’activation du développement folliculaire et inhibe également les 

effets de la FSH sur les follicules en développement (revu dans Dewailly et al., 2014). Globalement, 

cette hormone a le rôle d’inhibiteur de l’activation des follicules primordiaux, afin d’éviter un 

appauvrissement prématuré de la réserve ovarienne. 

1.2.1.3.3. L’axe hypothalamo-hypophysaire 

L’axe hypothalamo-hypophysaire contrôle l’activité endocrine du testicule et de l’ovaire 

grâce à deux gonadotrophines qui cibleront spécifiquement certaines cellules somatiques au sein de 

chaque gonade (Kaprara and Huhtaniemi, 2017) (Figure 9). Tout d’abord, La GnRH est une 

neurohormone synthétisée au niveau de l’hypothalamus, sécrétée de manière pulsatile. Elle est 

libérée par l’extrémité axonale des neurones hypothalamiques et cible les cellules gonadotropes de 

l’hypophyse. Deux hormones glycoprotéiques dimériques sont alors libérées dans la circulation 

générale : la LH et la FSH. Ces deux hormones glycoprotéiques possèdent une sous-unité α commune 

et une sous-unité β spécifique (Kaprara and Huhtaniemi, 2017). 

Le testicule produit de la testostérone, de la dihydrotestostérone (DHT) et de l’œstradiol. La 

LH active les récepteurs LHCGR (Luteinizing hormone/choriogonadotropin receptor) des cellules 

de Leydig et stimule la production d’androgènes et la spermatogenèse chez l’adulte (Kaprara and 

Huhtaniemi, 2017). Les récepteurs FHSR ne sont présents que sur les cellules de Sertoli, la FSH 

influe donc sur la fonction endocrine via les facteurs paracrines des cellules supportrices régulant 



 

44 

 

l’activité des Leydig (IGF-1 ou le TGF-β) (Tostain et al. 2004). Les hormones produites par le 

testicule ont la capacité de ralentir les pulsations de GnRH hypothalamique, inhibant ainsi la 

production de LH et FSH. La testostérone inhibe préférentiellement la LH, tandis que les œstrogènes 

inhibent la LH et la FSH. 

Dans l’ovaire, la LH se lie à son récepteur LHCGR localisé sur la membrane plasmatique 

des cellules de la granulosa et de la thèque et stimule la production d’œstrogènes, l’ovulation et le 

développement du jaune. La FSH participe à la multiplication et à la différenciation des cellules de 

la granulosa lors de la croissance folliculaire. Elle est également nécessaire à la survie et au 

développement des follicules (Kumar et al., 1997; Matsuda et al., 2012). Les œstrogènes sont 

capables d’induire un rétrocontrôle positif ou négatif au niveau hypothalamique et hypophysaire en 

fonction de la phase du cycle ovarien (Radovick et al., 2012; Skynner et al., 1999). La progestérone 

quant à elle ne peut induire qu’un rétrocontrôle négatif sur la production de GnRH (pour revue, 

d’Anglemont de Tassigny and Colledge, 2010). 

Enfin, conjointement à leurs actions paracrines au sein des gonades adultes, l’activine et 

l’inhibine sont impliquées dans la régulation de l’axe hypothalamo-hypophysaire (Bilezikjian et al., 

2004). L’activine B est produite par les cellules de l’hypophyse, qui exerce une stimulation autocrine 

et paracrine de la production de FSH. Cependant, l’inhibine produite par les gonades adultes régule 

son action, en agissant comme antagoniste sur ses récepteurs. Cela permet donc à l’inhibine de 

participer à régulation de la production de FSH par l’hypophyse.  
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 La gonade indifférenciée 

La plupart des connaissances actuelles sur les processus de différenciation et de 

développement des gonades chez les mammifères proviennent d’études effectuées chez la souris et 

dans une moindre mesure, chez le rat. Étant donné les différences chronologiques et dynamiques du 

développement entre l’Homme et les espèces murines, l’extrapolation des mécanismes impliqués 

chez les rongeurs vers les humains n’est pas automatique (Maheshwari and Fowler 2008). Chez 

l’Homme, la détection de mutations responsables de pathologies apparentées à des anomalies du 

développement sexuel permet de mettre en lumière des gènes importants. Cependant, les études 

fonctionnelles pour déterminer les mécanismes précis dans lesquels ils sont impliqués sont difficiles 

à mettre en place, étant donné les verrous technologiques, mais surtout éthiques, imposés par le 

travail sur le fœtus humain. Actuellement, en extrapolant les résultats obtenus chez les organismes 

modèles, recoupés avec les gènes responsables d’anomalies du développement sexuel (ADS) 

humains et complétés par les quelques études menées sur testicules et ovaires fœtaux humains, il est 

dorénavant possible d’appréhender plus précisément les mécanismes en jeu chez l’Homme (revue 

dans Bashamboo et al., 2017). 

 La crête génitale 

La crête génitale trouve son origine dans la surface ventro-medial du mésonéphros (structure 

embryonnaire des reins), au cours de la 4ième semaine de développement (SD), suite à 

l’épaississement et à la prolifération de l’épithélium cœlomique (Tanaka and Nishinakamura, 2014). 

Chez l’homme, les gènes contrôlant le développement de la crête génitale ne sont pas encore bien 

connus. Chez la souris, Gata4 est exprimé à partir de 10,0 jours post-coitum (jpc) dans la moitié 

antérieure de la crête génitale, puis transite vers l’épithélium cœlomique (Hu et al., 2013). Son 

expression est suivie par l’épaississement de l’épithélium cœlomique, processus capital à la 

formation de la crête génitale. Son rôle a été confirmé chez des souris mutantes ne possédant pas 

Gata4, où l’épithélium cœlomique demeurait monocouche et la crête génitale ne pouvant se 

développer (Hu et al., 2013). Les gènes Wnt4 et Rspo1, communément considérés comme des acteurs 

clés de la différenciation ovarienne, sont également exprimés dans la la région de l’épithélium 

coelomique de la gonade bipotentielle. Chez la souris, la délétion de ces deux gènes altère 

l’épaississement de l’épithélium, indiquant leur implication dans ce processus (Chassot et al., 2012). 

Ensuite, WT1 est un gène codant pour 24 isoformes de facteur de transcription à doigts de zinc, dont 

l’isoforme WT1-KTS est un facteur clé pour le développement de la crête génitale murine (Hammes 

et al., 2001; Kreidberg et al., 1993). Sa délétion entraîne une mort cellulaire accrue, qui aboutira à 

un empêchement de la crête génitale.  
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 Schématisation de la formation de la crête génitale et mécanismes moléculaires 

en jeu.  

(A) L’épithélium cœlomique repose sur une membrane basa le.  (B) Certaines cel lules expriment GATA4, puis (C) 

les cellu les exprimant NR5A1  (SF1) s’ingressent  pour former la crête génitale.  (D) Les progéniteurs des cel lules  

somatiques continuent  à proli férer et  les CGP colonisent  la future gonade.  (E) La migration et  proliférat ion des 

cel lu les de l’épithélium c œlomique va fournir les précurseurs des différentes populat ions cel lulaires somatiques 

de la gonade.  
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Avec le cofacteur CITED2 (Wilhelm, 2002), il induit également l’expression du gène NR5A1 

(nuclear receptor subfamily 5, codant pour SF1, steroidogenic factor 1), contribuant tous deux à la 

maintenance de l’épithélium (Luo et al., 1994). Pendant cette phase du développement, NR5A1 (SF1) 

est exprimé exclusivement dans la crête génitale et est dès lors considéré comme l’un de ses 

marqueurs. Son expression persiste après la différenciation de la gonade, dans les cellules pré-Sertoli 

et les cellules de Leydig fœtales jusqu’à 12.5 jpc (Ikeda, 1994) et dans l’ovaire jusqu’à 13.0 jpc. 

NR5A1 constitue une clé de voute de la maintenance et du développement de la crête génitale. Dans 

le cas où son expression n’est pas maintenue par ses différents régulateurs, tels qu’EMX2, CBX2, 

LHX9 ou SIX1/SIX4, la structure dégénère à partir de 12.5 jpc (Birk et al., 2000; Katoh-Fukui et al., 

2012; Kusaka et al., 2010; Mazaud et al., 2002; Sproll et al., 2018; Wilhelm, 2002). L’expression de 

NR5A1 est également activée par le récepteur à l’insuline (INSR) et le facteur de croissance insuline-

like 1 (IGF1R), ils font donc partie des promoteurs du développement de la crête génitale, induisant 

la prolifération des cellules somatiques en son sein (Nef et al., 2003; Pitetti et al., 2013a). Un réseau 

complexe gouverne la formation et la maintenance de la crête génitale, comprenant la coopération 

de plusieurs facteurs. 

Ces observations ont été faites chez la souris, mais certains cas de mutation sur le gène WT1 

chez des patients 46, XY atteints de dysgénésie gonadique ont confirmés le rôle central de ce gène 

dans la formation de la gonade (Moorthy et al., 1987). De même, des mutations sur le gène NR5A1 

induisent un large spectre de phénotypes chez les patients, certains présentant une dysgénésie 

complète des gonades et des glandes surrénales (revu dans Domenice et al., 2016). 

Suite au développement des cellules dans la crête génitale, l’ingression de l’épithélium 

cœlomique est permise grâce à une transition épithélio-méchymateuse des cellules, qui aboutira à la 

formation de la gonade (revue dans Yoshino and Saito, 2018). L’ingression des cellules est dirigée 

par la polarisation de celles-ci, gouvernée par le système Notch. Les cellules progénitrices proliférant, 

elles présentent une forte activité Notch et se maintiennent dans l’épithélium. Les cellules filles 

produites expriment quant à elles l’antagoniste de Notch, NUMB, vont s’ingresser dans la gonade 

dans le but de devenir des progénitrices intermédiaires qui se différencieront en cellules somatiques 

(Lin et al., 2017). 

 Origine et migration des cellules germinales  

Les cellules germinales primordiales (CGP) apparaissent pendant la 2ième et la 3ième SD dans 

l’épiblaste (De Felici and Farini, 2012; Leitch et al., 2013). Elles subissent une première étape de 

migration extra embryonnaire vers la paroi de la vésicule vitelline où elles peuvent être observées au 

début de la 4ième SD (Witchi, 1948). 
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Il est possible d’étudier les CGP lors de cette migration, mais aucun protocole ne permet de 

les caractériser pendant leur différenciation, étant donné les verrous techniques évidents imposés par 

l’étude du développement fœtal aussi tôt dans la grossesse (revu dans Tang et al., 2016a). Pendant 

longtemps, le modèle proposé pour les mécanismes d’induction des CGP chez l’homme s’inspirait 

des études menées chez la souris, mais les différences interespèces existent déjà lors du 

développement précoce de l’embryon. En effet, les embryons de rongeurs ont une forme cylindrique, 

alors que d’autres mammifères, dont l’Homme, se développent en un disque plat. Ces configurations 

spatiales différentes pourraient avoir un impact sur les gradients de signalisations et donc en aval, 

sur les voies moléculaires de la différenciation des CGP (Irie et al., 2014; Tang et al., 2015). Des 

études transcriptomiques récentes ont permis de comparer les programmes transcriptionels 

gouvernant la specification des CGP entre la souris et l’homme (Kobayashi et al., 2017). Ainsi, la 

partie du programme conservée entre les deux espèces a peut être défini, mais des différences 

significatives ont également été décrites. Notament, Sox2 est indispensable à la specifiation des CGP 

murines, mais n’est pas exprimé par leurs équivalents humains. Cependant, SOX17 est un facteur de 

transcription spécifiquement exprimé chez l’Homme. De meme, PRDM14 est requis pour la 

spécification souris, mais n’est pas observé chez l’homme. 

Après leur différenciation, les CGP colonisent la crête génitale au cours de la 5ième SD 

(Witchi, 1948). Lors de cette migration, elles entrent dans une phase de prolifération rapide grâce à 

une forte activité mitotique (Bendel-Stenzel et al., 1998; Francavilla et al., 1990; Rouiller-Fabre et 

al., 2009; Wylie, 1999). Plusieurs mécanismes chimiotactiques permettent leur adressage à la crête 

génitale. D’une part, les CGP expriment le récepteur KIT/c-KIT et les cellules somatiques expriment 

son ligand, KITLG/SCF/STEEL (Matsui et al., 1990; Richardson and Lehmann, 2010). Le ligand 

KITLG est également exprimé par les fibres nerveuses du mésentère dorsal (Høyer et al., 2005), qui 

pourraient donc participer à leur migration (Mamsen et al., 2012; Møllgård et al., 2010). D’autre part, 

les cellules germinales expriment le récepteur CXCR4 (Ara et al., 2003; Molyneaux et al., 2003), 

guidant leur migration vers la crête génitale, qui secrète le ligand CXCL12 (Richardson and 

Lehmann, 2010). En l’absence de cette chimiokine, les cellules germinales primordiales n’achèvent 

pas leur migration jusqu’aux crêtes génitales. De plus, leur migration est favorisée par le 

développement et l’expansion concomitants de l’embryon (Freeman, 2003; Hara et al., 2009).  

Lorsque leur migration est complète au cours de la 6ième SD, les CPG sont désignées sous le 

nom de gonocytes (XY) ou ovogonie (XX). Dans le cas des gonocytes, les cellules conserveront une 

forte activité mitotique jusqu’à la 10ième SD, puis entreront en quiescence mitotique de manière 

asynchrone. Dans l’ovaire, les ovogonies prolifèreront également jusqu’à la 10ième SD, puis entreront 

en méiose (voir « Cellules germinales »). 
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De manière intéressante, il a été démontré chez la souris que la présence d’une crête génitale 

n’est pas requise pour induire la migration des CGP (Hu et al., 2013). La migration des CGP n’est 

pas non plus requise pour la formation de la crête génitale (McLaren, 1991), ou plus tard, la 

différenciation des différentes populations cellulaires somatiques du testicule ou de l’ovaire (Handel 

and Eppig, 1979; Maatouk et al., 2012; McCoshen, 1982). Ainsi, la gonade indifférenciée provient 

de deux processus biologiques complémentaires mais apparemment indépendants.  

 

  

Les cellules germinales et leurs précurseurs sont les cellules essentielles à la reproduction. 

Dès lors, une question essentielle reste en suspend : pourquoi la survie de l’espèce dépend de 

mécanismes aussi complexes que la spécification à l’extérieur de la gonade de quelques dizaines de 

cellules, et de leur migration à travers un organisme en développement, rempli de signaux de toutes 

sortes travaillant à la différenciation des autres organes ? Comment ces mécanismes, apparemment 

susceptibles à des erreurs de toute sorte (mauvaise différenciation, dégénérescence, mauvais 

adressage), ont acquis une robustesse telle que le règne animal persiste ?  
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 Différenciation de la gonade bipotentielle en testicule ou ovaire. 

(A)  Chronologie de la différenciat ion des  populat ions cel lulai res.  (B) Schématisat ion de la formation de la 

gonade bipotentiel le et  de son devenir suite à la différen ciat ion sexuelle.  
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 La différenciation sexuelle 

La différenciation sexuelle des gonades est le point de départ de la différenciation et du 

développement du testicule et de l’ovaire. Grâce à une fine régulation de l’expression de certains 

gènes débutant au cours de la 6ième semaine de développement (SD), la gonade bipotentielle pourra 

s’engager vers une trajectoire mâle ou femelle. De multiples phases de différenciation et de 

développement cellulaires spécifiques de chaque gonade s’ensuivront, concomitante avec la 

formation des différentes structures tissulaires (Figure 11). 

 Les cellules somatiques : origine de la différenciation 

L’épithélium cœlomique donnera naissance à deux types de cellules somatiques : les cellules 

supportrices et les cellules stéroïdogènes, dans le testicule et dans l’ovaire. Les cellules supportrices 

seront les premières à se différencier vers la voie male, en cellules de Sertoli, ou vers la voie femelle, 

en précurseurs de la granulosa. Elles gouvernent ainsi la détermination sexuelle, plus tard la 

différenciation des cellules stéroïdogènes, puis à l’âge adulte, soutiendront la gamétogenèse (voir 

« Cellules de Sertoli », »Cellules de pré-granulosa » et « La fonction exocrine des gonades 

adultes »). 

1.2.3.1.1. Trajectoire mâle 

• SRY : Régulation et mode d’action 

Historique de la découverte 

La découverte des chromosomes sexuels a eu lieu en 1921, mais leur implication dans la 

détermination sexuelle a été définie dans les années 60. Grâce à l’observation des caryotypes 

anormaux de patients présentant des anomalies du développement sexuel, un syndrome de Turner 

(Femme XO) et le syndrome de Klinefelter (homme XXY) (Jacobs and Strong, 1959), les chercheurs 

ont observé que la différenciation de la gonade en testicule était dépendante de la présence ou non 

du chromosome Y, indépendamment du nombre de chromosomes X. Cependant, l’identification du 

facteur déterminant du testicule (TDF, testis determinant factor) a longtemps constitué un défi 

scientifique. L’identification d’une région de 35kb transloquée du chromosome Y chez des patients 

XX présentant des caractéristiques mâles a permis d’orienter les recherches (Palmer et al., 1989). Ce 

n’est que dans les années 1990 que les chercheurs ont su identifier le gène SRY (sex determining 

region Y) (Gubbay et al., 1990; Sinclair et al., 1990). Aujourd’hui, plus de 50 mutations du gène SRY 

ont été associées à des cas d’inversion du sexe chez l’homme (revue dans Gunes et al., 2016). 
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Le gène SRY fait partie de la famille des SOX qui encodent des facteurs de transcription 

contenant des domaines HMG (High mobility group). Ce domaine lui permet de lier spécifiquement 

l’ADN grâce au motif de la boite HMG et de lui appliquer une courbure, permettant ainsi l’interaction 

des différents facteurs de transcription, donc de réguler l’expression de ses gènes cibles (Harley and 

Goodfellow, 1994; She and Yang, 2016). 

Conservation et profil d’expression spatio-temporel chez les 

mammifères 

La fonction de SRY est conservée chez les mammifères. En effet, les mutations sur le gène 

induisent des dysgénésies gonadiques pures chez l’homme (Jäger et al., 1992) et des phénotypes 

d’inversion du sexe chez la souris. De plus, l’ajout de la fonction Sry à des souris de caryotype XX 

induit le développement d’un testicule (Koopman et al., 1991), confirmant son rôle clé dans le 

développement mâle. Cependant, bien que sa fonction soit conservée, le gène SRY et ses homologues 

exhibent des différences interespèces, tant au niveau de leurs séquences qu’au niveau de leur 

expression au cours du développement gonadique. 

Tout d’abord, des études phylogénétiques ont démontré que le gène SRY résulterait de 

l’évolution différentielle sur le chromosome Y du gène SOX3 qui serait son homologue sur le 

chromosome X, divergeant il y a environ 166-148 millions d’années (Foster and Graves, 1994; 

Graves, 2002; Wallis et al., 2008). Ensuite, l’expression de Sry pendant le développement de la souris 

a été observée dans les cellules précurseures des Sertoli, pendant seulement quelques heures dans 

chaque cellule, entre 10.5 et 12.5 jpc (Hacker et al., 1995; Koopman et al., 1990). Chez l’homme, 

l’expression de SRY est initiée entre 41 et 44 jours post ovulation et le gène est toujours faiblement 

exprimé pendant la vie fœtale (Hanley et al., 2000). 

Maintien et amplification de l’expression de Sry 

Certains gènes impliqués dans le développement de la crête génitale interviennent dans 

l’induction de SRY, comme WT1 (WT1-KTS impliqué dans la formation de la crête, 

l’isoforme WT1+KTS dans la différenciation masculine) (Hammes et al., 2001; Hersmus et al., 2012; 

Hossain and Saunders, 2001; Shimamura et al., 1997) et NR5A1 (SF1) (Achermann et al., 1999; de 

Santa Barbara et al., 2001; Sekido and Lovell-Badge, 2013) (Figure 12). Chez la souris, l’activation 

de Map3k4 par GADD45G induit la phosporylation de GATA4, permettant l'interaction de ce dernier 

avec FOG2, et réguleront l'expression de Sry (Gierl et al., 2012b; Lourenco et al., 2011; Miyamoto 

et al., 2008; Tevosian et al., 2002; Warr et al., 2012b). Cependant, aucune mutation de MAP3K4 ou 

de GADD45G n’a été associée à des ADS chez l’homme, et aucun site de fixation de GATA4 

fonctionnel n’est présent dans le promoteur de SRY. Cependant, la voie des MAP kinases semble etre 

impliquée car des cas de perturbation de la détermination testiculaire ont été observés dans le cas de 
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mutations sur MAP3K1 (Pearlman et al., 2010). CBX2 est également un potentiel régulateur indirect 

de SRY au regard des conséquences phénotypiques d’une mutation dans sa séquence (Femme XY) 

(Biason-Lauber et al., 2009). En effet, ces résultats suggèrent que l’isoforme 1 de CBX2 est 

impliquée dans la régulation de SRY via l’induction de l’expression de NR5A1(SF1) ou de SOX9 et 

l’inhibition de facteurs de la voie femelle, comme FOXL2 (Biason-Lauber et al., 2009; Eid et al., 

2015). Etant donné que l’isoforme 2 de CBX2 est impliquée dans la maintenance de la crête génitale 

via la régulation potentielle d’EMX2, le gène serait donc impliqué à plusieurs niveaux dans le 

développement des gonades, en fonction de l’isoforme transcrite, comme le cas de WT1 (isoforme –

KTS et +KTS) (Sproll et al., 2018).  

De plus, l’expression de SRY est également la cible de régulations épigénétiques via la 

méthylation de l’ADN, notamment grâce à la demethylase KDM3A (JMJD1A) chez la souris 

(Kuroki et al., 2013), de la chromatine (Tachibana, 2015) et des modifications des histones, 

contrôlées par CBP (CREBBP, CREB-binding protein) et p300 (EP300), responsable de cas de ADS 

(Carré et al., 2017; Eggers et al., 2016). 

Les régulateurs de SRY ont été étudiés dans plusieurs espèces et bien que certains 

mécanismes apparaissent conservés entre l’homme et la souris, de nombreuses spécificités ont 

également été mises en évidence (revues dans Larney et al., 2014). Encore aujourd’hui, le réseau 

transcriptionnel qui contrôle l’expression de SRY n’est pas encore élucidé. 

• SOX9 : Antagoniste de la différenciation ovarienne 

Le gène cible le plus connu de SRY est SOX9 (Sry-box 9), qui code également pour un 

facteur de transcription possédant un domaine HMG. Il est nécessaire et suffisant pour induire la 

différenciation de la gonade vers le testicule, car sa déficience dans une gonade XY peut induire une 

inversion de sexe chez l’homme et la souris et son expression dans une gonade XX peut induire sa 

différenciation vers la voie mâle (Barrionuevo et al., 2006; Bishop et al., 2000; Chaboissier, 2004; 

Foster et al., 1994; Huang et al., 1999; Vidal et al., 2001). De plus, de nombreuses mutations de 

SOX9 ont été détectées chez des patients présentant des dysgénésies complètes ou des 46,XY ADS 

(Cameron et al., 1996; Foster et al., 1994; Ninomiya et al., 2000; Pop et al., 2005; Wagner et al., 

1994). 

SOX9 est une cible directe de SRY, mais requiert également l’action synergique d’autres 

facteurs déjà décrits, tels que GATA4, WT1 et NR5A1 (SF1) (Figure 12). Une expérience de ChIP 

(Chromatin immunoprecipitation) sur des gonades murines a identifié une région de 15 kb dans la 

région promotrice de SOX9 liée par SRY, appelée TES (Sekido and Lovell-Badge, 2008). Le cœur 

de cette région, appelé TESCO, semble également être la cible d’autres facteurs tels que NR5A1 et 

SOX9 lui-même, pour amplifier son expression et ainsi verrouiller la différenciation des cellules de 
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Sertoli. Récemment, une expérience de Crispr-Cas9 (technique d’édition de génome) chez la souris 

a démontré que la délétion de cette région n’entraînait pas une inversion du sexe chez la souris, mais 

diminuait significativement l’expression de Sox9 (Gonen et al., 2017). Cela indique donc que même 

chez le modèle murin, largement étudié depuis plusieurs années, d’autres régulateurs encore 

inconnus permettent la maintenance de l’expression de Sox9 au sein des cellules de Sertoli. En juin 

2018, des avancées significatives ont été faites. Chez la souris, une étude a démontré l’existence 

d’une région promotrice de Sox9 chez la souris, appelée Enh13, dont la délétion induit une inversion 

du sexe complète, en présence ou non de la région TESCO (Gonen et al., 2018). Cette nouvelle 

découverte remet en cause TESCO en tant que région principale dans la régulation de Sox9. 

Récemment, une étude utilisant la technologie de ChIP-seq pour cartographier les gènes 

potentiellement régulés par SOX9 a été effectuée sur le testicule fœtal bovin et murin (Rahmoun et 

al., 2017). Cela a pu mettre en évidence l’interaction de SOX9 avec des milliers de gènes cibles, y 

compris les gènes déjà connus pour être impliqués dans le développement testiculaire. Aucune étude 

fonctionnelle n’a pu être encore effectuée pour valider la régulation transcriptionnelle 

potentiellement induite par SOX9 sur ces nouvelles cibles candidates. 

Il serait également important de comprendre les relations entre SOX9 et les autres gènes de 

la famille des SOX impliqués dans le développement gonadique, tels que SOX8, SOX10 et SOX3. 

Par exemple, SOX3 est impliqué dans plusieurs cas de ADS (Grinspon et al., 2016; Haines et al., 

2015; Moalem et al., 2012; Sutton et al., 2011; Vetro et al., 2015), mais les mécanismes moléculaires 

dans lesquels il est impliqué ne sont pas encore connus. Cependant, il a été démontré que ces 

orthologues peuvent avoir une activité compensatoire chez la souris (Bergstrom et al., 2000). 

• Amplification autocrine/paracrine du signal Sox9 dans les cellules de 

Sertoli en différenciation  

La place de Fgf9 dans le réseau transcriptionnel gouvernant la détermination sexuelle a pu 

être principalement étudiée chez des souris mutantes. Fgf9 est régulé par SOX9 et participe au 

rétrocontrôle positif de celui-ci, ainsi tous deux forment une boucle de régulation positive (Hiramatsu 

et al., 2010). Il exerce également un recrutement paracrine grâce à l’expression de son récepteur 

Fgfr2 (Kim et al., 2006) (Figure 12). Chez l’homme, un cas de patient présentant une mutation mis-

sens sur FGFR2 associée à une dysgénésie testiculaire complète a été rapportée (Bagheri-Fam et al., 

2015). Fgf9 est également l’antagoniste du système de gène pro-ovarien WNT4/RSPO1/β-catenin 

(Jameson et al., 2012a), mais les mécanismes moléculaires précis n’ont pas encore été décrits. 

La prostaglandine D2 (PGD2) semble avoir une action similaire et indépendante de FGF9, 

amplifiant l’expression de Sox9 et en participant au recrutement de cellules somatiques vers la 

différenciation en cellules de Sertoli (Adams and McLaren, 2002; Moniot et al., 2009; Wilhelm et 
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al., 2007). Ce système apparaît comme un réseau de régulation de soutien, afin de verrouiller la 

différenciation des cellules somatiques vers une destinée mâle et donc assurer le futur de la gonade 

vers le testicule (Wilhelm et al., 2005). 

À cause de leur implication dans la prolifération des cellules progénitrices somatiques de la 

gonade, les facteurs de croissance de type insuline participent à l’établissement des cellules de Sertoli 

dans le testicule. Chez la souris, l’invalidation du récepteur à l’IGF1, Igf1r, entraîne une réduction 

de la prolifération des cellules de Sertoli, de la taille testiculaire et de la production séminale (Pitetti 

et al., 2013a). De manière similaire, le facteur de croissance Nrg1 semble impliqué dans la 

prolifération des cellules progénitrices des cellules de Sertoli, et son invalidation entraine une 

hypoplasie testiculaire chez la souris (Gregoire et al., 2018). 

• Les gènes impliqués dans les ADS : fonction encore mal comprise 

dans la différenciation sexuelle 

Chez la souris adulte, l’inhibition de Dmrt1 dans le testicule adulte induit l’expression de 

Foxl2 ainsi que la reprogrammation des cellules de Sertoli en cellules similaires à celles de la 

granulosa. Des cellules de la thèque apparaissent et produisent des œstrogènes et les cellules 

germinales subissent une féminisation (Matson et al., 2011). Chez l’homme, la perte de DMRT1 est 

associée à un large spectre de dysgénésie gonadique 46, XY (Eggers and Sinclair, 2012), suggérant 

son rôle clé dans la différenciation testiculaire.  

• « Phylosophie » 

Il est pertinent de s’interroger sur la légitimité d’un système aussi complexe d’amplification 

de signal paracrine. Il semblerait que le système XY mis en place chez le mammifère ait évolué en 

considération de la fragilité de SRY. En effet, chez la souris, Sry est exprimé à un niveau proche de 

son seuil d’inactivité, pendant une période très transitoire Kashimada and Koopman, 2010). Chez 

l’homme, son niveau d’expression est très faible par rapport au niveau de Sox9. 
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De plus, la plus grande faiblesse de SRY est sa localisation sur le chromosome Y, car il ne 

peut corriger ses mutations en utilisant la machinerie classique mise en place lors de la méiose. Ainsi, 

il a été observé que certaines dysgénésies gonadiques de patients 46,XY sont dues à des mutations 

sur SRY. On peut donc penser que l’évolution va conduire à l’incapacitation progressive de SRY 

(Kashimada and Koopman, 2010; Polanco and Koopman, 2007), conjointement à la disparition du 

chromosome Y (Graves, 2006).  Donc, si la différenciation de chaque cellule dépendait du niveau 

d’expression seule de SRY, ont pourrait assister à une différenciation hétérogène des cellules 

somatiques et donc à un mélange de cellules Sertoli et de la granulosa. Ce système, dépendant d’un 

type cellulaire plutôt que l’expression d’un seul gène, apparaît comme plus robuste, se propageant 

grâce à l’amplification autocrine et paracrine du signal de SOX9 (Sekido and Lovell-Badge, 2008), 

gène subissant moins de pression évolutive.  

En 2006, Jennifer Marshall Graves a partagé dans Nature sa prédiction selon laquelle le chromosome Y 

pourrait disparaitre dans les 5 millions d’années à venir (Graves, 2006). En effet, celui-ci a perdu plus de 95 % de 

ses gènes durant les 190 millions d’années passées, portant aujourd’hui environ 50 gènes. Cependant, cette 

disparition ne serait pas synonyme de disparition des mâles. Si l’on considère les différentes stratégies de 

différenciation sexuelle mises en place au sein du règne animal, ces systèmes semblent évoluer très rapidement. 

D’une part, il est possible que le gène soit dupliqué ou déplacé vers un autre chromosome, comme DMRT1 semble 

l’avoir fait chez le poisson medaka (Kondo et al., 2004). D’autre part, certaines mutations sur des gènes intervenant 

en aval de SRY dans la cascade de la différenciation sexuelle peuvent induire une inversion du sexe. Par exemple, 

une augmentation du dosage de SOX9 peut induire le développement de testicule chez un individu XX (Qin and 

Bishop, 2005). L’évolution du génome pourrait permettre que l’un de ces gènes prenne la place du gène régulateur 

de la différenciation sexuelle. 

Cependant, cette théorie selon laquelle le chromosome Y sera amené à disparaitre a été contestée par 

plusieurs travaux, notamment grâce à l’étude comparative de sa séquence et des gènes qu’il porte dans plusieurs 

espèces. Notamment, les chromosomes Y de l’homme et du macaque rhésus, deux espèces ayant divergé il y a 

environ 30 millions d’années, sont remarquablement similaires, y compris au niveau de la conservation des gènes 

qu’ils portent (Hughes et al., 2010). Une récente étude ayant caractérisé de manière approfondie la séquence du 

chromosome Y de 62 patients (comprenant des pères et leurs fils) a également mis en évidence que le processus de 

conversion intra-chromosomique permettrait de protéger les gènes de la dégénérescence (Skov et al., 2017). Cela 

contredit donc l’hypothèse de la dégénérescence inexorable du chromosome Y. 

L’étude des systèmes du déterminisme sexuel au sein du règne animal a mis en évidence pléthore de 

modèles évolutifs, et les données actuelles permettent d’émettre des hypothèses sur l’évolution passée du 

chromosome Y humain, mais ne permettent pas de prédire son avenir (revu dans Bachtrog, 2013; Gu and Walters, 

2017; Mank et al., 2014; Wright et al., 2016). 
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1.2.3.1.2. Trajectoire femelle 

La détermination sexuelle menant vers la différenciation femelle a également lieu dans les 

futures cellules supportrices, les cellules de la granulosa. Comme pour le testicule, elles requièrent 

l’expression des gènes comme GATA4/FOG2, WT1, NR5A1 (SF1) (initialement exprimés par la 

gonade indifférenciée) et de l’insuline pour maintenir leur survie et leur expansion (Chen et al., 

2017a; Combes et al., 2010; Manuylov et al., 2008; Pitetti et al., 2013b). De manière similaire à leur 

influence sur l’expression de SRY et de SOX9 pendant la différenciation testiculaire, cet ensemble de 

gènes facilite l’expression de la voie de signalisation ovarienne WNT4/RSPO1/β-catenin. Avant la 

différenciation sexuelle, l’expression de ces trois gènes n’est pas différentielle entre une gonade XX 

et une gonade XY et plus globalement, les cellules somatiques femelles subiront moins de 

modifications transcriptionnelles que les cellules mâles (Jameson et al., 2012b; Munger et al., 2013; 

Nef et al., 2005). 

• La voie RSPO1/WNT4/β-Catenin 

Chez la souris, Wnt4 et Rspo1 sont exprimés par les cellules précurseures somatiques et 

exercent une régulation autocrine, par l’amplification de leur propre expression (Chassot et al., 2008; 

Trautmann et al., 2008; Yao et al., 2004a) et une régulation paracrine, via les récepteurs Frizzled, 

LRP5 et LRP6 pour WNT4 et LGR4/5 pour RSPO1. Leur fixation à leurs récepteurs déclenche une 

cascade d’activation qui va permettre la stabilisation et la translocation nucléaire de la β-catenin 

(CTNNB1) cytoplasmique (Chassot et al., 2008) (Figure 12). 

Chez l’homme, WNT4 n’est pas différentiellement exprimé pendant le développement de 

l’ovaire et du testicule (Mamsen et al., 2017), cependant le gène demeure important pour la 

différenciation ovarienne. En effet, des mutations non fonctionnelles de WNT4 ont déjà été associées 

à des cas de patients 46, XX présentant un phénotype virilisé et un défaut de structures Mulleriennes 

(Biason-Lauber et al., 2004; Philibert et al., 2011). RSPO1 est spécifiquement exprimé par l’ovaire 

(Mamsen et al., 2017; Tomaselli et al., 2011) et sa perte est associée à une inversion complète du 

sexe chez des individus 46,XX (Parma et al., 2006; Tomaselli et al., 2008). Dans un cas opposé, le 

gain des gènes WNT4 et RSPO1 chez un individu 46,XY entraîne une inversion du sexe, vers l’ovaire 

(Jordan et al., 2001). 
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 Régulation transcriptionnelle de la différenciation sexuelle.  

Certains gènes ini t ient  et  maintiennent l’expression des gènes déclenchant la cascade transcript ionnelle 

gouvernant  la différenciat ion sexuelle (arêtes grises).  La voie femelle ( liens rouges) et  la voie mâ le ( liens b leus) 

sont  dirigées par un réseau complexe activation de la transcript ion (flèches) et  d’inhibit ion (pointi llés)  

antagonistes des gènes appartenant  à la voie a lternative de différenciat ion.  Certains gènes ont  été associés à des 

anomalies  du développement sexuel humain,  mais leurs  implicat ions moléculaires  au sein de ce réseau restent  à 

confirmer (boites grises).  
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• FOXL2  

Suite à l’expression du système WNT4/RSPO1/β-catenin, la voie de différenciation femelle 

est renforcée par l’expression du gène FOXL2 (revue dans Pannetier et al., 2016). Chez l’Homme, 

une mutation dans le gène induit une dégénérescence ovarienne prématurée, mais pas d’inversion du 

sexe (Crisponi et al., 2001; Harris et al., 2002). Cependant, aucune mutation homozygote de Foxl2 

n’a encore été observée chez une patiente, il est donc difficile de définir si ce gène est indispensable 

au développement ovarien humain. Chez la chèvre, l’invalidation de ce gène entraîne une inversion 

du sexe complète (Boulanger et al., 2014). Des expériences de souris mutantes ont démontré que les 

voies de transcription initiées par FOXL2 et WNT4/RSPO1/β-catenin des rôles complémentaires 

dans la différenciation ovarienne (Auguste et al., 2011; Ottolenghi et al., 2007). 

• Les gènes associés à des ADS 

Dax1 (Nr0b1) a été pendant un temps considéré comme un gène déterminant pour la 

différenciation ovarienne (Swain et al., 1998), car les souris transgéniques XY possédant plusieurs 

copies du gène développaient une inversion du sexe, du testicule vers l’ovaire (Swain etal., 1998). 

Cependant, ce rôle pro-ovarien a été invalidé, car la délétion du gène dans des souris mutantes n’a 

pas démontré d’effet sur la différenciation des précurseurs de granulosa (Meeks, 2003; Meeks et al., 

2003a, 2003b; Yu et al., 1998). Ces données suggèrent donc un rôle dose-dépendant d’activité anti-

testicule du gène, confirmé par la détection d’une duplication de DAX1 dans un cas de patient 46,XY 

atteint d’inversion du sexe (Zanaria et al., 1994). Les résultats d’expériences menées chez la souris 

suggèrent que DAX1 serait un inhibiteur de l’activation de Nr5a1 (Lalli and Sassone-Corsi, 2003). 

Récemment, il a été démontré que Nr2f2 (Coup-tf2) promouvait la dégenerescence du tractus 

génital mâle dans l’ovaire souris (Zhao et al., 2017). Chez l’homme, l’inversion du sexe d’un patient 

46,XX dont une mutation avait invalidé fonctionnellement le gène NR2F2 (COUP-TF2) a été 

rapportée (Bashamboo et al., 2018). Dès lors, il semble que ce gène joue un rôle pro-ovarien et anti-

testicule lors de la différenciation ovarienne. Cependant, aucune fonction analogue n’est décrite chez 

la souris, les mécanismes moléculaires en jeu restent donc à caractériser. 

1.2.3.1.3. L’antagonisme des voies mâles et femelles 

Lorsque la détermination sexuelle est initiée, la voie de différenciation femelle induite par 

WNT4/RSPO1/β-catenin est inhibée dans les gonades XY par les gènes WT1, FGF9, SOX9 et ZNRF3 

(Chang et al., 2008; Harris et al., 2018; Kim et al., 2006; Maatouk et al., 2008). De la même manière, 

WNT4/RSPO1/β-catenin supprime l’expression de SOX9 et de FGF9 (Kim et al., 2006; Maatouk et 

al., 2008). Des expériences de ChIP ont démontré que FOXL2 avait la capacité de se fixer à la région 
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TESCO et ainsi d’inhiber continuellement l’expression de Sox9, même à l’âge adulte (Uhlenhaut et 

al., 2009). 

En comparaison du nombre de mutations induisant des ADS chez des patients 46,XY, peu 

de cas d’ADS 46, XX sont connus. Malgré l’observation d’antagonisme mutuel entre des paires de 

gènes pro-ovaire et pro-testicule, il est certainement plus adapté de considérer les réseaux de 

régulation déterminant du testicule ou de l’ovaire comme des réseaux complexes opposés à différents 

niveaux. En effet, c’est dans la définition même d’un déterminant du sexe que son inactivation 

entraîne une inversion du sexe partielle ou complète, due à l’activation de sa voie transcriptionnelle 

alternative. Dans ce sens, tous les gènes pro-testicules sont également définis comme des gènes anti-

ovaires, leur inhibition ou mutation induisant des phénotypes d’inversion du sexe « male-to-female ». 

Cependant, dans le cas des gènes pro-ovariens, comme WNT4, RSPO1 ou FOXL2, l’inversion du 

sexe induite par leur inhibition apparaît partielle, suggérant une complexité plus importante dans les 

voies de différenciation femelle, au niveau moléculaire ou cellulaire. Il apparaît nécessaire 

d’effectuer de plus amples recherches permettant de décrypter les mécanismes antagonistes entre la 

différenciation masculine et féminine, y compris la découverte de nouveaux gènes déterminants du 

sexe. 

De plus, ce réseau de régulation et de maintien de « l’identité gonadique » semble être requis 

même à l’âge adulte. Chez la souris, des expériences d’inhibition conditionnelle ont mis en évidence 

une reprogrammation des populations cellulaires somatiques et une réorganisation de la gonade. La 

délétion ubiquitaire de Foxl2 dans l’ovaire adulte entraîne une reprogrammation des cellules de la 

granulosa, l’apparition de cellules apparentées à des cellules de Sertoli, exprimant des marqueurs tels 

que Sox9 et Dmrt1, associés à des cellules de Leydig produisant de la testostérone et les structures 

folliculaires disparaissent en faveur de structures similaires à des tubules séminifères (Uhlenhaut et 

al., 2009). Dans le testicule adulte, l’inactivation de Dmrt1 (Minkina et al., 2014) aboutit également 

à une inversion du sexe. Ces expériences révèlent donc une étonnante plasticité des gonades murines. 
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Des études récentes ont également démontré que, au-delà du programme transcriptionnel spécifique des 

voies mâles et femelles de la différenciation gonadique, le cycle cellulaire serait une composante à part entière du 

processus. En effet, parmi les premiers mécanismes moléculaires activés après l’expression de SRY, la machinerie 

de prolifération des cellules de Sertoli se met en place, en parallèle du recrutement paracrine des cellules 

somatiques adjacentes. Au contraire, l’engagement des cellules vers une différenciation femelle, en cellules de la 

granulosa, est associé avec une sortie du cycle cellulaire médiée par p27 (Maatouk et al., 2013; Mork et al., 2012). 

Pendant longtemps, l’entrée dans un cycle cellulaire était considérée comme une conséquence directe de 

la différenciation cellulaire, mais des recherches ont démontré que des cycles cellulaires défaillants peuvent 

précéder et influencer les processus de différenciation (Lange & calegari 2010; Singh & Dalton 2009). 

L’hypothèse est que les différentes phases du cycle cellulaire représentent des « fenêtres d’opportunité » pour la 

différenciation d’une cellule. Cela a été illustré par les expériences menées par Mummery et collaborateurs, 

démontrant que la différenciation des cellules de carcinome embryonnaires ne pouvait être induite par l’acide 

rétinoïque seulement par une exposition pendant la phase G1 du cycle cellulaire, et non pendant la phase S 

(Mummery et al., 1987). 

Il devrait donc être considéré que la capacité d’une cellule à se diriger vers une voie de différenciation 

donnée peut être dépendante de cette « fenêtre d’opportunité », qui permet l’interaction de la machinerie du cycle 

cellulaire et des facteurs développementaux qui affectent l’activité et la disponibilité des signaux, récepteurs de 

surfaces et facteurs de transcription impliqués dans ces processus de différenciation. La machinerie 

transcriptionnelle du cycle cellulaire devrait donc être considérée comme un facteur à part entière impliqué dans 

la différenciation sexuelle (revu dans Bunce and Capel, 2016). 
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 Devenir des structures embryonnaires génitales  

La stratégie de différenciation des gonades, où une structure bipotentielle s’engagera vers 

une destinée masculine ou féminine, est différente des autres stratégies différenciant les hommes et 

les femmes à l’âge adulte. En effet, les canaux de Muller et de Wolff sont des structures primaires 

complètement distinctes au début de la grossesse et l’un dégénérera en faveur de l’autre en fonction 

du sexe biologique, mais rempliront des fonctions analogues d’acheminement des gamètes. Le tissu 

précurseur dégénéré persistera à l’âge adulte en tant que vestige embryonnaire. De plus, les organes 

externes du tractus génital proviennent de structures primaires communes, comme les gonades, mais 

resteront similaires au niveau de la différenciation des différents types cellulaires, seulement 

structurées et façonnées de manière différente. Seule la différenciation du testicule et de l’ovaire sera 

détaillée dans ce manuscrit. 

Voie Male Structure embryonnaire Voie Femelle 

Testicule Gonade indifférenciée Ovaire 

Tubules séminifères Cortex Follicules ovariens 

Rete testis Médullaire Rete ovarii 

Gubernaculum Ligament inguinal Ligament utéro-ovarien et ligament rond 

Canalicules efférents, Paradidyme Tubules mésonéphrotiques Paroophore, Epoophore 

Appendice de l’épididyme, Épididyme, Canal 

déférent, Canal éjaculateur, Vésicule séminale 

Canal de Wolff Canal de l’époophore, Canal de Gartner, Hydatide de 

Morgani 

Appendice testiculaire Canal de Müller Hydatides, Utérus, Trompes utérines, Vagin 

Urètre, Prostate, Glandes bulbo-urétrales Sinus urogénital Urètre, Vestibule du vagin, Glandes urétrales, para-

urétrales et vestibulaires 

Pénis Tubercule génital Clitoris 

Corps caverneux, Corps spongieux Plis urogénitaux Petites lèvres 

Scrotum Bourrelets labo-scrotaux Grandes lèvres 

Tableau I.Homologies entre les structures embryonnaires génitales et leurs dérivés différenciés dans chaque sexe 

(vestiges embryonnaires) 
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 (A) Schéma des différents compartiments tissulaires du testicule fœtal : les cordons 

testiculaires et le tissu interstitiel. (B) Rôle central de la cellule de Sertoli dans la différenciation des 

autres populations cellulaires du testicule et dans le développement testiculaire. 
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 Le développement gonadique 

 Développement testiculaire 

Au début du développement des testicules, ceux-ci se trouvent en position abdominale, 

attachés au mésonéphros, correspondant aux reins fœtaux et contenant les structures qui se 

différencieront en tractus génital masculin (canaux de Wolff) ou féminin (canaux de Muller) suite à 

la différenciation des gonades vers l’une ou l’autre des voies.  

1.2.4.1.1. Les cordons sexuels : tubules séminifères en devenir 

La formation des cordons sexuels au cours de la 7ième SD est l’évènement définissant la 

différenciation testiculaire. Les cellules de Sertoli vont alors former des ponts membranaires 

intercellulaires, s’agréger autour des groupes de cellules germinales et acquérir leur polarisation. 

Dans les gonades déficientes en cellules germinales, les cordons testiculaires se développent, 

indiquant que leur formation est dirigée par les interactions entre les cellules supportrices plutôt que 

par les cellules germinales (Escalante-Alcalde and Merchant-Larios, 1992; McCoshen, 1982, 1983; 

Merchant, 1975). Dès lors, si les cellules germinales ne sont pas requises, les signaux leur permettant 

d’être entourées par les cellules de Sertoli restent flous. De plus, les mécanismes moléculaires 

permettant aux cellules de Sertoli de se structurer en forme tubulaire et non en amas, sont encore 

aujourd’hui mystérieux. 

Dans les cordons sexuels, les cellules germinales se retrouvent dans toute la lumière du tube 

(Figure 13A). Cependant, à la puberté, les cordons se transforment en tubules séminifères 

fonctionnels : les cellules de Sertoli cessent de se diviser, s’allongent en formant des jonctions serrées 

entre elles, et forment la barrière hémato-testiculaire. Les cellules germinales se retrouvent vers la 

membrane basale du tubule et les Sertoli commencent à secréter le fluide tubulaire. 

 Cellules germinales 

Les cellules germinales que l’on retrouve dans le testicule fœtal ont pour origine les cellules 

germinales primordiales ayant migré dans la crête génitale pendant le stade indifférencié de la 

gonade, désignées alors sous le nom de gonocytes (voir « Origine et migration des cellules 

germinales »). 

Dans le testicule fœtal humain, trois populations distinctes de cellules germinales coexistent 

entre la 9ième et la 30ième semaine de développement (SD) : les gonocytes, les cellules intermédiaires 

et les spermatogonies fœtaux (Fukuda et al., 1975). Les gonocytes sont présents dès la différenciation 

gonadique, à partir de la 9ième SD. Puis à partir de la 10ième SD, les cellules intermédiaires apparaissent 

et se développent jusqu’à devenir les cellules germinales dominantes dans le testicule à la 15ième SD. 
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C’est à ce moment que les spermatogonies fœtales apparaissent et se divisent jusqu’à la 22ième SD, 

où elles deviennent à leur tour les cellules majoritaires, alors que les gonocytes disparaissent. 

Au niveau moléculaire, ces trois populations cellulaires ont pu être distinguées grâce à leurs 

transcriptomes propres. En effet, plusieurs études ont pu cartographier l’expression de marqueurs 

spécifiques à chaque stade de différenciation chez l’homme grâce à l’immuno-histochime (Anderson 

et al., 2007; Gaskell et al., 2004; Reijo et al., 2000; Skakkebaek et al., 2016), ou au RNA-seq 

(Gkountela et al., 2015). Ainsi, caractérisation des différentes populations germinales ont notamment 

permis de mettre en évidence les potentiels gènes induisant l’arrêt mitotique des cellules germinales, 

telles que CDKN2B et CDK6. NANOS2 prévient l’entrée en meiose en inhibant l’expression de 

STRA8 (voir « Oocytes – méiose ») (Feng et al., 2014; Suzuki and Saga, 2008). 

 Cellules de Sertoli 

Les cellules de Sertoli ont un rôle essentiel dans le testicule mature : ce sont les cellules 

supportrices de la spermatogenèse, elles permettent la différenciation complète de la lignée germinale 

jusqu’à la production de spermatozoïdes dans la lumière des tubules séminifères (voir « La fonction 

exocrine des gonades adultes »). La différenciation et le développement des cellules de Sertoli 

pendant la vie fœtale sont des étapes clés pour la future santé reproductive de l’homme, car leur 

nombre final dans le testicule mature conditionne la qualité de la spermatogenèse (Petersen and 

Söder, 2006). Elles ont également un rôle central dans la différenciation et le développement du 

testicule fœtal et des autres populations cellulaires qui le composent, notamment les cellules 

stéroïdogènes (Figure 13B). 

• Différenciation des cellules de Sertoli 

Les cellules de Sertoli se différencient dès les premières semaines de la vie fœtale. Comme 

décrit précédemment, elles sont les actrices majeures de la différenciation du testicule, exprimant les 

premiers effecteurs de la différenciation gonadique mâle, SRY et SOX9. Les processus moléculaires 

décrits dans la section « Trajectoire mâle » font partie intégrante des processus de différenciation. 

En effet, la maintenance de la différenciation des Sertoli et leur recrutement paracrine sont des 

processus capitaux pour la différenciation testiculaire. Cette phase rapide d’expansion des cellules 

de Sertoli a lieu vers la 6ième et 7ième SD dans le testicule humain (Ostrer et al., 2007) et elles 

continueront leur prolifération jusqu’à la 14ième SD. D’autres phases de développement de la 

population Sertolienne auront lieu pendant la vie néonatale et prépubertaire (Jørgensen and Rajpert-

De Meyts, 2014). 
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• Rôle pendant la vie fœtale 

Masculinisation du tractus génital : l’AMH 

En plus des facteurs permettant le recrutement paracrine des cellules de Sertoli, celles-ci ont 

une activité endocrine, secrétant l’AMH, hormone indispensable à la masculinisation du tractus 

génital, via l’induction de la régression des précurseurs des voies féminines (canaux de Muller) et le 

développement des voies masculines (canaux de Wolff). Elle appartient à la même superfamille que 

le TGF-β (Lane and Donahoe, 1998) et se fixe à un récepteur membranaire de type II, l’AMHR2, 

exprimé sur les cellules mésenchymateuses autour des canaux de Muller (Baarends et al., 1994). 

L’expression de l’AMH est induite par la régulation transcriptionnelle de SOX9, WT1 et 

NR5A1 (SF1) (Arango et al., 1999; Nachtigal et al., 1998; Tremblay and Viger, 1999). Des cas de 

syndromes des canaux de Muller persistants ont été décrits dans le cas de mutation dans le gène de 

l’AMH ou de son récepteur, AMHR2 (Imbeaud et al., 1994, 1995; Knebelmann et al., 1991). De 

plus, les cellules de Leydig expriment l’AMHR2 (Racine et al., 1998) et l’AMH figure comme un 

inhibiteur de la transcription de CYP17A1, enzyme clé de la stéroïdogenèse (Teixeira et al., 1999). 

La délétion du récépteur chez des souris mutantes entraîne une hyperplasie des cellules steroïdogènes 

(Behringer et al., 1994). Ces résultats suggèrent donc que l’AMH jouerait un rôle d’inhibiteur 

paracrine de l’activité stéroïdogène des cellules de Leydig fœtales. Des expériences in vitro ont 

également démontré sa contribution dans l’induction de la migration des cellules du mésonéphros 

dans le testicule en développement et donc dans la vascularisation testiculaire (Ross et al., 2003; 

Vigier et al., 1987). 

Quiescence des cellules germinales 

Les cellules de Sertoli interviennent également dans la différenciation et la survie de la lignée 

germinale. Il a été démontré que l’entrée en méiose des ovogonies, cellules germinales de l’ovaire, 

est contrôlée par l’acide rétinoïque (voir chapitre « Oocytes – méiose »). Dans le testicule, la cellule 

de Sertoli, voisine des cellules germinales, exprime CYP26B1, qui catabolise l’acide rétinoïque et 

inhibe leur entrée en méiose (Bowles et al., 2006; Koubova et al., 2006). Elles expriment également 

FGF9, qui réduit la réceptivité des cellules germinales à l’acide rétinoïque (Bowles et al., 2010) et 

se fixe sur le corécepteur de Nodal, qui participe au maintien de leur pluripotence (Bowles and 

Koopman, 2010; Spiller et al., 2012). Chez la souris, l’activine A et le TGF-β sécrétés par ces cellules 

supportrices sont impliqués dans la régulation de leur prolifération et le maintien de leur quiescence 

(Mendis et al., 2011; Moreno et al., 2010). 
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Vascularisation spécifique du testicule 

On a vu précédemment que les migrations des différentes populations cellulaires précédant 

la différenciation sexuelle étaient fondamentales pour le modelage et le développement de la crête 

génitale puis de la gonade (voir « La crête génitale »). Plus tard, la migration des cellules 

endothéliales du mésonéphros est un processus spécifique de la gonade mâle et fondamentale pour 

la formation le vaisseau cœlomique, principale artère testiculaire qui persistera à l’âge adulte. Cette 

migration est initiée grâce à la sécrétion d’activine B et de son monomère, l’inhibine B par les cellules 

de Sertoli. L’expression de ces gènes est inhibée par les signaux WNT lors de la différenciation 

ovarienne (Yao et al., 2006). 

Régulation paracrine de la différenciation des autres populations cellulaires 

somatiques 

Les cellules de Sertoli sécrètent également DHH, facteur de signalisation, dont le récepteur 

PTCH1 est exprimé par les cellules interstitielles environnantes, précurseurs des autres populations 

somatiques (Bitgood and McMahon 1995, Pierucci-Alves et al. 2001). De ce fait, DHH pourrait 

amplifier la différenciation des cellules de Leydig et péritubulaires (Svingen and Koopman, 2013), 

ces dernières étant impliquées dans la formation des cordons sexuels. Chez la souris, une invalidation 

du gène entraîne l’altération de la différenciation des cellules de Leydig et des cellules péritubulaires 

(Clark, et al. 2000, Yao, et al. 2002). Chez l’Homme, les mutations sont associées avec des agénésies 

gonadiques (Canto, et al. 2004, Canto, et al. 2005, Umehara, et al. 2000). 

Implication dans la stéroïdogenèse 

 La production de testostérone est communément attribuée exclusivement aux cellules de 

Leydig dans le testicule humain adulte. Dans le testicule fœtal, des études effectuées chez la souris 

ont su mettre en évidence une possible coopération entre les cellules de Leydig fœtales et les cellules 

de Sertoli. En effet, l’étude des cellules de Leydig isolées des autres cellules somatiques testiculaires 

dans des souris Sf1-GFP a permis de montrer que, si la grande partie de la machinerie de la 

stéroïdogenèse est bien exprimée par les cellules de Leydig, le gène HSD17B3 est quant à lui exprimé 

par les cellules de Sertoli (Shima et al., 2013). Ces résultats laissent donc supposer l’implication de 

ces dernières dans la production de la testostérone. 

 Cellules péritubulaires 

Les cellules péritubulaires sont des cellules présentant des caractéristiques similaires aux 

myofibroblastes, des cellules musculaires. L’origine des cellules mésenchymateuses précurseurs des 

cellules péritubulaires est encore mal décrite, mais l’hypothèse fut émise qu’elles partageraient une 

origine commune avec les cellules de Leydig (Wainwright and Wilhelm, 2010) (voir « Cellules de 
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Leydig "). Une limitation majeure de l’étude de leur origine et des processus de différenciation est 

l’absence de marqueur spécifique à cette population cellulaire au début du développement fœtal. 

Chez la souris, même si leur morphologie est facilement reconnaissable à partir de 13,5 jpc, les 

marqueurs identifiés sont également exprimés par toutes les cellules interstitielles (Jeanes et al., 

2005). Les cellules de Leydig et péritubulaires expriment toutes deux PTCH1 (Yao et al., 2002), 

récepteur du facteur de signalisation DHH sécrété par les cellules de Sertoli. Des études sur des souris 

KO du le gène Dhh ont observé une altération des cellules péritubulaires et de la différenciation de 

Leydig fœtale (Clark et al., 2000; Pierucci-Alves et al., 2001; Yao et al., 2002). Les cellules de Sertoli 

semblent donc avoir un rôle dans la différenciation des cellules péritubulaires. 

Après la formation des cordons sexuels primitifs, ces cellules allongées vont se différencier 

et participer de concert avec les cellules de Sertoli pour former la membrane basale des cordons 

sexuels et progressivement acquérir leur capacité contractile. Elles deviennent reconnaissables au 

cours de la 10ième SD (Ostrer et al., 2007), où elles forment alors une mono-couche. Plus tard, elles 

se différencieront pour former une bicouche autour des cordons testiculaires. 

1.2.4.1.2. Tissu interstitiel 

L’espace ou tissu interstitiel est un tissu conjonctif lâche contenant les vaisseaux sanguins et 

lymphatiques. Il contient également les cellules de Leydig, en charge de la synthèse des androgènes, 

des fibroblastes, des éléments figurés du sang et des cellules immunitaires telles que macrophages et 

mastocytes. 

 Progéniteurs 

Les cellules précurseures des futures cellules interstitielles proviennent de l’épithélium 

cœlomique suite à son ingression dans la gonade. Ces cellules expriment WT1, mais contrairement 

aux cellules de Sertoli qui initient l’expression de SOX9 et induisent la détermination sexuelle, ces 

cellules vont activer le signal Notch et réprimer l’expression de WT1 (Liu et al., 2016; Tang et al., 

2008). D’autres cellules précurseures des cellules interstitielles proviennent du mésonéphros voisin, 

migrant vers la gonade (Cool et al., 2008; DeFalco et al., 2011; Jeays-Ward, 2003; Martineau et al., 

1997; Merchant-Larios et al., 1993). Bien que le rôle désigné de ce compartiment tissulaire soit la 

stéroïdogenèse, la majorité des cellules qui le composent ne sont pas des cellules steroïdogèniques.  
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 Mécanismes de régulation de la différenciation des cellules de Leydig fœtales (adapté 

de Wen et al., 2016) 
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Elles n’expriment ni les enzymes impliquées dans cette voie ni NR5A1(SF1), mais expriment le 

récepteur Hedgehog PTCH1 et d’autres marqueurs associés aux précurseurs, comme ARX et NR2F2 

(COUP-TF2) (van den Driesche et al., 2012; Kilcoyne et al., 2014).  

 Cellules de Leydig  

Dans le testicule fœtal humain, cet ensemble de cellules précurseures est important, car elles 

contrôlent et évaluent le nombre de cellules de Leydig permettant le développement sexuel mâle via 

la testostérone. La différenciation des cellules steroïdogèniques est sous le contrôle d’une balance 

entre inhibition et activation. La maintenance du stock de cellules précurseures dans le tissu 

interstitiel semble être contrôlée par le gène POD1 (TCF21), qui réprime l’expression de NR5A1 

(SF1) (Cui et al., 2004). ARX quant à lui participe à la survie des précurseurs, contribuant 

indirectement à la différenciation des cellules de Leydig (Miyabayashi et al., 2013). Chez l’homme, 

des mutations sur ce gène sont associées à des phénotypes de « sous-virilisation » (Kitamura et al., 

2002; Sirisena et al., 2014). Le système Notch est impliqué dans le contrôle de la balance entre 

cellules précurseures et cellules de Leydig, car son inactivation entraîne une augmentation des 

cellules de Leydig fœtales et une diminution des cellules précurseures (Liu et al., 2016; Tang et al., 

2008) chez la souris. Chez l’homme, des processus similaires semblent être en jeu dès lors qu’une 

mutation dans le gène MAMLD1, responsable de l’activation des gènes cibles de NOTCH, a été 

associée à une dysgénésie gonadique complète 46,XY (Ruiz-Arana et al., 2015), telle que 

l’hypospadias (Fukami et al., 2006). Enfin, le nombre de précurseurs exprimant NR2F2 (COUP-TF2) 

diminue lorsque les cellules de Leydig commencent à se développer, suggérant un recrutement des 

précurseurs vers la voie des Leydig (van den Driesche et al., 2012). Son rôle dans le contrôle du ratio 

cellules stéroïdogènes/non-stéroïdogènes pendant la vie fœtale n’est pas encore défini. 

Lorsque ces cellules s’engagent dans la voie de différenciation des cellules de Leydig, elles 

inhibent progressivement l’expression de marqueurs de cellules précurseures pour sur-exprimer 

NR5A1 (SF1) et des enzymes stéroïdogènes (DeFalco et al., 2011; Liu et al., 2016; Miyabayashi et 

al., 2013). 

• Différenciation des cellules de Leydig fœtales 

L’activation de la différenciation des cellules de Leydig est contrôlée par des signaux 

paracrines des Sertoli, place initiale de la différenciation testiculaire, à partir de la 7ième SD (Figure 

14). DHH étant sécrété par les Sertoli, ciblant le récepteur PTCH1 sur les cellules précurseures du 

tissu interstitiel. Cela entraîne l’expression des facteurs de transcription GLI, dont GLI1.  
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 Stéroïdogenèse dans la cellule de Leydig. 
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Chez l’homme, l’expression de ce gène coïncide avec la différenciation des cellules de Leydig 

(Mamsen et al., 2017). DHH induit également l’expression des marqueurs de cellules de Leydig, 

NR5A1 (SF1) et CYP11A1 (Park et al., 2007; Yao et al., 2002). Chez l’homme, des mutations dans 

les différents composants de la voie de signalisation de Hedgehog sont impliquées dans de nombreux 

cas de dysgénésie gonadique (Callier et al., 2014; Canto et al., 2004, 2005; Das et al.; Umehara et 

al., 2000; Werner et al., 2015). Cependant, DHH n’est pas le seul facteur induisant la différenciation 

des cellules de Leydig, étant donné que certaines d’entre elles se différencient même en son absence 

(Liu et al., 2016; Yao et al., 2002). La voie des PDGF (Platelet-derived growth factor) est également 

impliquée. Le PDGFA sécrété également par les cellules de Sertoli trouve son récepteur exprimé par 

les cellules interstitielles du testicule et les souris mutantes délétées du récepteur Pdgfra montrée une 

altération des cellules de Leydig fœtales (Brennan et al., 2003). Elles atteignent leur pic de 

développement entre la 17ième et la 21ième SD (Svechnikov et al., 2010). 

• Rôle endocrine pendant la vie fœtale 

Synthèse des stéroïdes 

La stéroïdogenèse correspond à une succession de réactions enzymatiques qui transforment 

le cholestérol en stéroïdes (Figure 15). Ces réactions sont principalement catalysées par plusieurs 

cytochromes P450 (CYP) et des hydroxysteroïdes déshydrogenases (HSD). 

Le testicule fœtal humain exprime les récepteurs aux LDL (low density lipoprotein) à partir 

de la 10ième SD et le récepteur SRB1 (SCARB1) aux HDL (high-density lipoprotein), son expression 

étant régulée par NR5A1 (SF1) (Cao et al., 1999). La gonade est donc capable de synthétiser de novo 

le cholestérol à partir de lipoprotéines circulantes entre la 10ième et 20ième SD (Carr et al., 1983). 

Globalement, les cellules de Leydig disposent de plusieurs alternatives pour obtenir le cholestérol 

nécessaire à la stéroïdogenèse, ce qui pourrait expliquer pourquoi l’inhibition d’une de ces voies n’a 

pas d’effet majeur sur la synthèse de testostérone (Scott et al., 2009). 

Le cholestérol est tout d’abord transporté vers la mitochondrie par StAR (Stocco 2001, 

Stocco and Clark 1996), dont l’expression est régulée par la LH (Ascoli et al., 2002) et NR5A1(SF1) 

(Dubé et al., 2009), puis il est converti en pregnénolone grâce au clivage de sa chaine latérale par 

CYP11A1 (Hume et al., 1984). La pregnénolone produite passe de la mitochondrie au réticulum 

endoplasmique lisse où le reste de la stéroïdogenèse se produit (Zirkin and Chen, 2000). Il existe 

deux voies principales de biosynthèse utilisant la 3β-HSD (HSD3B2) et CYP17A1. D’une part, la 

voie Δ5 produit les intermédiaires 17α-hydroxypregnénolone et la DHEA (Déhydroépiandrostérone) 

et d’autre part, la voie Δ4 produit la progestérone et la 17α-hydroxyprogestérone (Coffey et al., 

1972). 
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 Évolution du nombre de cellules de Leydig, de la quantité de testostérone (testiculaire et 

plasmatique) et des taux de gonadotrophines sériques au cours de la vie fœtale chez l’Homme. 

SD : Semaine de développement embryonnaire  ;  SA : Semaine d’aménorrhée  ;  T : testostérone  ;  INSL3 : insulin-

life factor 3  ;  AMH : hormone anti -müllerienne ;  hCG :  hormone chorionique humaine  ;  LH : hormone 

lutéinisante;  FSH : hormone folliculo -st imulante.  (Adapté de Rouiller-Fabre et  al. ,  2009).  
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Ces deux voies aboutiront à la formation d’androsténédione, elle-même transformée en testostérone 

par 17β-HSD (HSD17B3) (Payne and Hales, 2004). En fonction de l’espèce ou de l’organe, la 

biosynthèse des hormones sexuelles suit la voie Δ5 ou Δ4. Chez l’homme, les gonades privilégient 

la voie Δ5, alors que les glandes surrénales privilégient la voie Δ4, par déficience partielle ou totale 

en CYP17A1. Chez les rongeurs, la voie Δ4 est prépondérante, tandis que chez les primates, les porcs 

et le lapin, c’est la voie Δ5 (Fluck, et al. 2003, Mathieu, et al. 2002). Chez la souris, Hsd17b est 

exprimé dans les cellules de Sertoli fœtales (Shima et al., 2013), ce qui laisse supposer une 

coopération entre ces deux populations cellulaires somatiques lors de la stéroïdogenèse. Les 

mécanismes en jeu pendant le développement du testicule humain n’ont pas encore était définis. 

Une voie alternative de la stéroïdogenèse aboutit à la production de la dihydrotestostérone 

(DHT), stéroïde puissant capital pour la masculinisation du tractus génital externe mâle, a été 

identifiée chez le jeune marsupial (Wilson, et al. 2003). L’androstanediol est convertie en DHT par 

une étape qui court-circuite la biosynthèse classique des androgènes. L’identification de mutations 

chez l’Homme du gène AKR1C2 (Fluck, et al. 2011) s’accompagnant de désordres de virilisation du 

tractus génital externe a ouvert la possibilité de l’existence de cette voie alternative de synthèse de 

DHT, métabolite plus actif que la testostérone, dans le testicule fœtal humain. Cette voie n’est à ce 

jour pas complètement caractérisée chez l’Homme. 

Synthèse de l’insulin-like factor 3 

La production d’insuline-like factor 3, INSL3, par les cellules de Leydig fœtales débute entre 

la 9ième et la 11ième SD, ce qui est concomitant avec la première détection des androgènes fœtaux. 

Pendant cette période, INSL3 a pour rôle d’induire la première phase de descente testiculaire, appelée 

phase abdomino-inguinale, entre la 8ième et la 16ième SD (Payne and Hales, 2004). Avant l’initiation 

de la descente, le testicule est relié par sa face ventrale à la région inguinale grâce à un ligament fœtal 

appelé gubernaculum. Les cellules du gubernaculum expriment RXFP2, récepteur à l’INSL3 qui sera 

produite par les cellules de Leydig. Lors de son activation, RXFP2 couplé à une protéine Gs active 

l’adénylate cyclase et donc la production d’AMPc. Dès lors, le ligament va s’épaissir, son élasticité 

va diminuer, orientant ainsi le testicule vers la région inguinale. L’INSL3 possède une action 

synergique avec les autres androgènes pendant cette étape cruciale du développement sexuel (Kubota 

et al. 2002). Bien que le rôle central de l’INSL3 pour la descente testiculaire soit établi, peu de 

mutations sur ce gène ont été associées à des cas de cryptorchidie (revues dans Foresta, et al. 2008), 

la caractérisation des facteurs induisant une descente complète des testicules reste à établir. 
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1.2.4.1.3. Régulation endocrine : l’axe hypothalamo-hypophysaire 

gonadique 

La GnRH est une hormone synthétisée par des neurones spécialisés de l’hypothalamus à 

partir de la 10ième SD. Elle est sécrétée de manière pulsatile par l’extrémité axonale des neurones 

hypothalamiques, ciblant les cellules gonadotrope de l’hypophyse (Kaprara and Huhtaniemi, 2017). 

Sous l’action de la GnRH, les cellules gonadotropes de l’antéhypophyse libèrent deux 

hormones glycoprotéiques dimériques dans la circulation sanguine : la LH et la FSH (Kaprara and 

Huhtaniemi, 2017). Ces deux hormones ont un rôle majeur dans la régulation de la fonction endocrine 

testiculaire. Toutes les gonadotrophines (LH, FSH) et l’hCG partagent une même sous unité α et se 

différencient par leurs sous unités β spécifiques. 

L’hCG est une hormone indispensable à l’établissement et au maintien de la grossesse 

(Rahman and Rao, 2009). Sa sécrétion par le trophoblaste (composant de l’embryon) dès le 7ième jour 

de grossesse et par le placenta est utilisée comme marqueur de l’établissement de la grossesse. Ses 

niveaux augmentent ensuite, jusqu’à atteindre un maximum aux alentours de la 10ième
 SD. Il s’ensuit 

une diminution jusqu’au 3ième
 mois, les niveaux restant stables pour le reste de la grossesse. Il a été 

montré in vitro que l’hCG était indispensable aux cellules de Leydig pour produire un niveau de 

testostérone suffisant pour assurer la masculinisation du tractus génital masculin (Rabinovici and 

Jaffe, 1990). 

la LH devient détectable à partir de la 12ième SD, alors que le niveau d’hCG commence à 

décroitre, et rencontrera son pic de production au 16ième SD (Clements et al., 1976). C’est entre la 

15ième
 et la 20ième

 SD que la production des androgènes (plus particulièrement de la testostérone) et sa 

régulation deviennent dépendantes de l’activité de la glande hypophysaire du fœtus (Lambrot et al., 

2009; O’Shaughnessy et al., 2007; del Valle et al., 2017).  

Au niveau fœtal, la LH hypophysaire et l’hCG placentaire agissent sur le récepteur 

testiculaire LHCGR exprimé par les cellules de Leydig pour stimuler la sécrétion de testostérone, 

mais aussi d’INSL3 (Huhtaniemi et al., 1977; Toppari et al., 2007). Le récepteur LHCGR est donc 

fondamentalement important pour un développement normal de la fonction de reproduction chez le 

mâle. Des mutations délétères sont associées à des ADS, dues à un manque d’androgènes (Themmen 

and Huhtaniemi, 2000). Des mesures d’affinité pour le récepteur ont montré que l’hCG possède 2 à 

6 fois d’affinité que la LH, suggérant que lors de la concomittance de production des deux hormones 

entre la 15ième et la 20ième SD, l’hCG jouerait un rôle plus important que la LH dans la stéroïdogenèse 

(Dufau et al., 1972; Lee and Ryan, 1973). Contrairement au phénomène de désensibilisation aux 

gonadotrophines observé dans le testicule adulte, via l’internalisation du LHCGR suite à une 
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exposition prolongée aux hormones, les cellules de Leydig fœtales ne semblent pas suivre le même 

mécanisme de régulation (Huhtaniemi et al., 1981, 1982; Warren et al., 1982). 

La FSH a un rôle dans la régulation de l’activité paracrine des cellules de Sertoli adultes (voir 

« L’axe hypothalamo-hypophysaire »), mais son implication sur le développement testiculaire fœtal 

n’est pas clairement établie (Tostain et al., 2004). Le rôle des hormones dérivées de la glande 

pituitaire n’est pas réellement bien établi, mais il apparaît comme étant limité à la dernière partie de 

la grossesse. 
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 Formation des nids ovocytaires et des follicules primordiaux dans l’ovaire fœtal. 
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 Développement ovarien 

Pendant la vie fœtale, la différenciation ovarienne s’effectue en deux étapes 

morphogénétiques distinctes, la formation des cordons ovariens puis la formation des follicules 

primordiaux. Après la différenciation sexuelle, le testicule et l’ovaire peuvent être rapidement 

distingués par leur taille. En effet, le testicule subira rapidement une réorganisation strucurale 

drastique (cordons testiculaires et vascularisation), qui entraînera une augmentation de sa taille. La 

structure de l’ovaire reste quant à elle similaire à celle de la gonade indifférenciée, présentant un 

mélange de cellules somatiques et germinales en son sein. 

1.2.4.2.1. Formation des cordons ovariens. 

Les cordons ovariens sont des structures épithéliales formées pas des ovocytes en amas, 

entourés de cellules épithéliales, précurseurs des cellules de la granulosa. Ils sont bordés d’une 

membrane basale, contiguë à l’épithélium de surface ovarien, lui-même en contact avec l’épithélium 

cœlomique, source de nouveaux précurseurs de granulosa. Les cordons sont bordés par les cellules 

mésenchymateuses. 

 

 Cellules de pré-granulosa 

Ces analogucellules précurseures des cellules de la granulosa sont souvent considérées 

comme analogues des cellules de Sertoli dans le testicule, mais elles subissent moins de 

bouleversements morphogénétiques que leurs équivalents masculins (Jameson et al., 2012b; Munger 

et al., 2013; Nef et al., 2005) (voir « Cellules de Sertoli »). En effet, elles auraient la même origine 

que les cellules de Sertoli, mais n’ayant pas exprimé le gène SRY lors de la différenciation sexuelle, 

auraient entamé leur différenciation vers la voie femelle. Ces observations ont étés confirmées chez 

la souris grâce à des expérimentations de lignage cellulaire de souris transgénique exprimant la GFP 

(Albrecht and Eicher, 2001; Ito et al., 2006). Cependant, il a également été observé que les cellules 

de pré-granulosa situées dans le cortex (zone externe) de l’ovaire dériveraient de l’épithélium de 

surface ovarien chez la souris (Mork et al., 2012). Leur origine n’est donc pas encore tout à fait 

établie. 

La formation des cellules de pré-granulosa est gouvernée par les gènes FOXL2, WNT4, 

RSPO1, CTNNB1 (codant pour la β-catenin), comme décrite dans le chapitre de la « Trajectoire 

femelle » de la différenciation gonadique. Suite à cette première vague de différenciation, 

l’augmentation de l’expression de gènes codant pour CDKN1B et la diminution induite de la 

cycline 1 (CCNA1) entraîne un arrêt mitotique des cellules de la granulosa de la médulla. De son 

côté, l’épithélium cœlomique continue de proliférer, fournissant un ensemble de cellules 
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précurseures pour la seconde vague de différenciation des cellules de la granulosa (Mork et al., 2012). 

Contrairement au testicule, l’épithélium cœlomique continue d’exprimer les récepteurs de RSPO1, 

LGR4 et LGR5, ce qui maintient sa capacité à répondre au ligand et donc à maintenir le recrutement 

continu des cellules précurseures vers une différenciation en cellule de la granulosa. Les granulosa 

médullaires différentiées perdent peu à peu l’expression de LGR5 (Gustin et al., 2016). 

Les cellules de la granulosa guident la différenciation ovarienne grâce à leur activité 

paracrine. D’une part, elles secrètent la follistatine (FST) grâce à la régulation de WNT4/β-catenin 

et FOXL2 (Kashimada et al., 2011; Yao et al., 2004b). La follistatine inhibe la migration des cellules 

endothéliales dans l’ovaire fœtale en bloquant la fixation de l’activine à leurs récepteurs (Yao et al., 

2006).  

À la différence des cellules de Sertoli, des signaux pro-ovariens sont détectés dans les 

cellules de la granulosa après la naissance, via les signaux des œstrogènes. En effet, chez la souris, 

les œstrogènes sont cruciaux pour la maintenance des cellules supportrices, illustrée par la 

transdifférenciation de ces cellules en cellules de Sertoli dans le cas de la perte des récepteurs aux 

œstrogènes, ERα et ERβ (Couse et al., 1999). 

 Cellules germinales 

Dans l’ovaire, les mécanismes de différenciation les plus significatifs ont lieu dans la lignée 

germinale, subissant une prolifération par mitose puis une étape méiotique, accompagnée par une 

vague d’apoptose pour réguler leur nombre. Cela constitue une différence majeure avec le 

développement testiculaire : alors que la lignée germinale n’est pas requise pour le développement 

testiculaire, elle est indispensable pour la formation et le maintien des structures folliculaires et donc 

le développement ovarien (Behringer et al., 1990; Couse et al., 1999; McLaren, 1984; Reynaud et 

al., 2004; Singh and Carr, 1966). 

• Ovogonie – mitose 

Dans l’ovaire, les cellules germinales primordiales (CGP) ayant colonisées la gonade 

deviendront ovogonies et prolifèreront de la 5ième SD jusqu’à la 10ième SD, certains jusqu’à 16ième SD 

puis entreront en méiose à partir de la 13ième SD (Cohen and Holloway, 2010; Kerr et al., 2008; Motta, 

1997). En effet, l’entrée en méiose est effectuée de manière asynchrone, certaines cellules germinales 

exprimant des marqueurs de pluripotence jusqu’à la 16ième SD, alors que d’autres entrent en méiose 

dès la 13ième SD (Kerr et al., 2008). Ces cellules germinales exprimeront des marqueurs tel que OCT4 

et LIN28 (Childs et al., 2012) et l’induction en mitose se propagera de manière radiale dans l’ovaire, 

débutant à la périphérie pour se diriger vers le centre médullaire de l’ovaire. 
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Cette phase mitotique permet aux cellules germinales d’effectuer une division cellulaire au 

cours de laquelle les chromosomes sont dupliqués puis diviser, pour ainsi créer des cellules filles 

portant l’information génétique conservée. Cette mitose s’effectue de manière très rapide et la 

cytocinèse imparfaite à la fin de ce processus induit la formation de nids ovocytaires (Edson et al., 

2009; Lei and Spradling, 2016; Pepling, 2012). Ces nids ovocytaires sont entourés de cellules pré-

granulosa et constitue donc les cordons ovariens, entourés d’une membrane basale continue. 

• Oocytes – méiose 

L’entrée en méiose des cellules germinales contenue dans les cordons ovariens s’effectue au 

cours de la 13ième SD (Carninci et al., 2005; Motta, 1997) de manière asynchrone. La production 

d’acide rétinoïque dans le tissu somatique environnant, mésonéphros ou ovaire fœtal lui-même, est 

l’inducteur principal de l’entrée en méiose des ovogonies (Childs et al., 2011; Le Bouffant et al., 

2010). L’acide rétinoïque est un dérivé actif de la vitamine A et sa liaison avec ses récepteurs RARs 

et RXRs induit l’expression de STRA8, qui promeut la transition des ovogonies vers la division 

méiotique. L’entrée en méiose des cellules germinales est donc contrôlée par un système 

homéostatique entre synthèses de l’acide rétinoïque par les rétinaldehydes déshydrogénases 

(RALDHS) dans la gonade femelle et sa dégradation par les CYP26 (A1, B1, C1), retrouvées dans 

le testicule fœtal (voir « Quiescence des cellules germinales »). À partir de la 17ième SD, les cellules 

germinales femelles subissent un arrêt méiotique en prophase I, à l’étape diplotène, où elles 

demeureront jusqu’à leur activation à partir de la puberté. Le cycle méiotique ne reprendra que lors 

de l’ovulation. 

Contrairement à la méiose chez le mâle adulte, une ovogonie diploïde à 2 chromatides ne 

fournit pas 4 cellules filles haploïdes à 1 chromatide (Evans and Robinson, 2011). La première 

division engendre une cellule fille apte à subir la seconde division et un globule polaire, cellule 

résiduelle issue de la répartition hétérogène du matériel cytosolique et vouée à la dégénérescence. Le 

même phénomène se produit en deuxième division de méiose, après l’ovulation à l’age adulte : un 

seul ovocyte mature est obtenu, haploïde et contenant suffisamment de matériel cytosolique, 

notamment les mitochondries et le nucléole. Un second globule polaire contenant le reste du matériel 

génétique est émis, voué comme le précédent à la dégénérescence. 
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 Nombre de cellules germinales au cours de la vie fœtale jusqu’à la vie adulte 
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1.2.4.2.2. Formation des follicules primordiaux 

Ce processus, pourtant capital pour la fertilité de la femme, est étonnamment mal caractérisé. 

Cependant, certaines études ont su identifier certains gènes impliqués (Fowler et al., 2009), mais les 

mécanismes moléculaires qu’ils gouvernent restent à définir. 

À la différence de certaines espèces mammifères comme le rat, le processus d’histogénèse 

folliculaire a lieu intégralement pendant le développement fœtal chez l’humain, à partir de la 15ième 

SD (Forabosco and Sforza, 2007). Cette étape clé conditionnera la santé reproductive de la femme, 

car le stock initial de follicules primordiaux constitué pendant la vie fœtale n’est pas renouvelé après 

la naissance et constituera donc le seul stock de gamètes féminins. Cependant, ce dogme est remis 

en question par de nouveaux résultats obtenus dans les ovaires adultes de mammifères (Porras-

Gómez and Moreno-Mendoza, 2017).  

Les cellules de pré-granulosa entourant les cordons ovariens, contenant plusieurs ovocytes, 

s’insinuent au sein de la structure pour individualiser certaines cellules germinales et ainsi former 

des structures contenant un seul ovocyte entouré de cellules épithéliales puis d’une membrane basale, 

appelée dès lors follicules. La majorité des ovocytes qui ne seront pas incluent dans un follicule 

seront dégradés par apoptose. En effet, parmis les 7 millions d’oocytes présents dans l’ovaire à mi-

gestation, seulement 20 % persisteront à la naissance (Figure 18). Ce processus de rupture des nids 

ovariens commence dans la partie médullaire et s’étend vers la surface corticale de l’ovaire (De Felici 

et al., 2005; Mazaud et al., 2005; Pepling et al., 2010). Comme décrit précédemment, les cellules de 

pré-granulosa subissent deux vagues de différenciation (voir « Cellules de pré-granulosa »). Chez la 

souris, cette asynchronie implique également deux vagues de formation de follicules primordiaux : 

la plus précoce, ayant lieu dans la région médullaire de l’ovaire et dont les follicules sont destinés à 

mourir et la seconde, ayant lieu dans le cortex ovarien (Zhang et al., 2014). Ces observations ont été 

confirmées chez l’homme (De Pol et al., 1997). 

Le dialogue entre les cellules somatiques et germinales permet la régulation paracrine de la 

formation folliculaire. Il a été démontré que la voie de signalisation Kit joue un rôle primordial dans 

la rupture des syncitia ovocytaires et donc dans la formation de follicules primordiaux (Findlay et 

al., 2002; Jones and Pepling, 2013). L’expression de KITL dans les cellules somatiques pourrait être 

régulé par l’activine A, un membre de la famille des TGF-β impliqué dans la folliculogénèse (Childs 

and Anderson, 2009; Knight and Glister, 2003, 2006; Shimasaki et al., 2004). Chez l’homme, les 

oocytes expriment l’activine A avant la rupture des syncitia ce qui inhibe l’expression de KITL dans 

les cellules somatiques avoisinantes, empêchant ainsi l’induction de l’expression de c-kit dans les 

cellules germinales elle-même (Tingen et al., 2009). Après la rupture, l’expression décroissante de 
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l’activin A entraîne l’activation du système KIT et promeut l’assemblage des follicules primordiaux 

(Deng et al., 2003; Jones and Pepling, 2013). 

Chez la souris, l’invalidation de la voie de signalisation NOTCH aboutit à une perturbation 

de la formation des follicules primordiaux (Trombly et al., 2009). De plus, l’invalidation de Notch2 

dans les cellules de la granulosa entraîne l’altération de la fragmentation des nids ovocytaires (Xu 

and Gridley, 2013). Les Ngf (Nerve Growth Factor) sont également impliqués dans l’assemblage des 

follicules primordiaux, par un mécanisme encore mal connu (Kerr et al., 2009). Les autres 

neurotropines Bdnf (brain derived neurotropic factor), Nt3 et Nt 4-5 sont également impliquées. Elles 

sont majoritairement exprimées par les cellules somatiques, mais leurs récepteurs sont portés par les 

cellules germinales (pour revue, Dissen et al., 2009).  

Chez les modèles murins, de multiples facteurs de transcription, tels que Hnrnpk, sont 

régulateurs de nombreuses protéines impliquées notamment dans le cycle cellulaire et leur absence 

réduit la formation des follicules primordiaux (Wang et al., 2011). Fxna, dont la délétion conduit 

également a la persistance de cordons ovariens non fragmentés sans dérégulation de l’apoptose ou 

défaut de prolifération des cellules de la granulosa, est nécessaire pour coordonner l’organisation des 

cellules en follicules primordiaux (Garcia-Rudaz et al., 2007). Figla est connu pour réguler 

l’expression des gènes Zp à l’origine de la mise en place de la zone pellucide (portion de la matrice 

extracellulaire apparaissant au stade primaire du développement folliculaire) et sa délétion empêche 

la formation des follicules primordiaux (Soyal et al., 2000). Nobox est également impliqué dans la 

formation folliculaire. En son absence, les follicules sont beaucoup plus lents à s’assembler. 

Toutefois, Nobox est essentiel pour la suite du développement folliculaire (Rajkovic et al., 2004). 

1.2.4.2.3. Régulation endocrine : un rôle à définir. 

La production et le rôle des œstrogènes dans l’ovaire fœtal humain n’est pas éclairci 

aujourd’hui, bien qu’il ait été démontré que l’ovaire était capable de convertir l’androgène en 

œstrogène à partir de la 10ième SD (George and Wilson, 1978). Plusieurs acteurs de la voie 

stéroïdogénique ont été observés dans l’ovaire fœtal (Cole et al., 2006; Fowler et al., 2009; Gould et 

al., 2000; Juengel et al., 2006; Vaskivuo et al., 2005; Wilson and McPhaul, 1996). Globalement, 

l’ovaire fœtal exprime toute la machinerie nécessaire à la production et à la réponse aux signaux 

œstrogéniques et androgéniques, y compris CYP11A1, CYP17A1 et HSD3B2, étonnamment 

exprimés dans les cellules somatiques et les oocytes lors de la formation des follicules primordiaux 

(Fowler et al., 2011).  

De même, les gonadotrophines (FSH, LH) et l’hCG qui interviennent dans le développement 

du testicule (voir « Régulation endocrine : l’axe hypothalamo-hypophysaire gonadique ») n’ont pas 

de rôle identifié dans le développement fœtal de l’ovaire. 
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 Schéma du syndrome de dysgénésie testiculaire selon Skakkebaek et al. 2016  

 

Le chercheur danois Niels Erik Skakkebaek et  ses collaborateurs ont  formulé l’hypothèse que les différents  

phénomènes observés sur la reproduction chez l’homme pourraient  être réunis et  expliqués par une même enti té :  

le Syndrome de Dysgénésie Testiculaire ( Testicular Dysgenesy Syndrome ,  TDS).  
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 Les troubles du développement sexuel 

Les anomalies du développement sexuel (ADS) sont définies comme des « anomalies de 

différenciation sexuelle qui peuvent apparaître dans les gonades, l’appareil génital et les organes 

sexuels externes », incluant des inversions du sexe complètes jusqu’aux défauts mineurs du tractus 

urogénital. L’incidence globale des ADS est estimée à 1/4500-5500 naissances (Lee et al., 2016), 

certaines pathologies étant plus fréquentes que les autres, comme l’aneuploïdie des chromosomes 

sexuels, l’hyperplasie congénitale des glandes surrénales ou le syndrome d’insensibilité aux 

androgènes. Cependant, la plupart des ADS sont des pathologies idiopathiques et de ce fait, difficiles 

à diagnostiquer. De plus, les mutations sur des gènes clés du développement sexuels peuvent induire 

des phénotypes variés (Brauner et al., 2016). On estime aujourd’hui que seulement 13 % des patients 

atteints de ADS reçoivent un diagnostic clinique et génétique définitif, mais l’utilisation de 

technologies de séquençage à haut-débit tend à améliorer l’efficacité des diagnostics (Eggers et al., 

2016) et donc la prise en charge des patients. 

 Concept de TDS  

L’augmentation de l’incidence de pathologies du tractus génital mâle observée depuis 

quelques années à amené une équipe danoise, menée par Niels Skakkebaek, a énoncé en 2001 le 

concept de syndrome de dysgénésie testiculaire (Skakkebak et al., 2001). Ce syndrome regroupe la 

cryptorchidie, l’hypospadias, le cancer testiculaire ainsi qu’une qualité spermatique réduite et émet 

l’hypothèse que l’ensemble de ces troubles pourrait trouver une origine commune, pendant la vie 

fœtale. Les facteurs impliqués dans ces désordres incluent les susceptibilités génétiques, c’est-à-dire 

des mutations chez certains gènes clés du développement (décrites dans « La différenciation 

sexuelle » et « Développement testiculaire »), mais également les expositions environnementales, 

plus particulièrement aux perturbateurs endocriniens (Figure 19). En 2016, le même groupe danois a 

mis à jour leurs données et inclus dorénavant des facteurs maternels, tels que le stress ou la nutrition, 

dans les causes potentielles (Skakkebaek et al., 2016). Cependant, comme énoncé précédemment, 

certaines études épidémiologiques sont régulièrement remises en doute et le concept de TDS est 

encore débattu à ce jour. 

De manière analogue au concept de TDS, le syndrome de dysgénésie ovarienne a été décrit 

pour la première fois en 2011 (Buck Louis et al., 2011). Elle émet l’hypothèse que certains désordres 

spécifiques de l’appareil génital féminin trouvent également leur origine pendant la vie fœtale, 

toujours dus à des susceptibilités génétiques ou exposition à des composés environnementaux. Ils 

incluent une fertilité réduite, le syndrome d’ovaires polykystiques, une insuffisance ovarienne 

prématurée et les cancers reproductifs. Ce concept ne sera pas développé d’avantage car les données 
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sont limitées et l’analyse toxicogénomique effectuée dans cette thèse ne concerne que le testicule 

fœtal humain. 

 Les anomalies du tractus urogénital mâle et désordres de la fertilité 

1.2.5.2.1. Cryptorchidie 

Pendant la vie fœtale, les testicules se développent dans l’abdomen, puis vont migrer vers le 

scrotum avant la naissance grâce à la descente testiculaire. Cette descente est divisée en deux phases : 

la descente abdomino-inguinale, régulée par l’INSL3, et la descente inguino-scrotale, régulée par la 

testostérone. Ces deux hormones sont produites par les cellules de Leydig fœtales (Virtanen and 

Toppari, 2014). 

La cryptorchidie désigne la non-descente d’un ou des deux testicules dans le scrotum avant 

3 mois postnatal et affecte 1 à 8 % des nouveaux nés garçons (Gaspari et al., 2011; Paulozzi, 1999; 

Virtanen and Toppari, 2008). Dans la plupart des cas recensés, la descente testiculaire a lieu 

spontanément après la naissance et seulement 1 à 2 % des garçons sont toujours atteints à 1 an. Étant 

donné les difficultés de diagnostics et les disparités géographiques de prévalence, il est difficile 

d’établir l’évolution de l’occurrence de cette pathologie (Serrano et al., 2013). 

1.2.5.2.2. Hypospadias 

L’hypospadias est une anomalie congénitale de la fermeture de l’urètre, affection la plus 

fréquente du pénis avec une incidence d’environ 3 ‰. Il est caractérisé par une localisation anormale 

de son ouverture sur la surface ventrale de la verge, ou au niveau du scrotum ou encore du périnée. 

Récemment, une étude longitudinale, danoise a montré une augmentation de la prévalence de 

l’hypospadias de 2.40 % par an, indépendamment de l’âge maternel (Lund et al., 2009). Cependant, 

ces observations ont été remises en question par d’autres études menées aux USA, au Royaume-Uni 

(Fisch et al., 2010) et en Europe (Bergman et al., 2015). 

1.2.5.2.3. Les cancers du testicule 

Bien que cancer du testicule soit le plus fréquent chez l’homme jeune (15-35ans), il ne 

représente seulement 1 à 2 % des cancers à l’échelle de la population masculine. Cependant, ces 

chiffres peuvent varier en fonction du pays étudié, et les pays industrialisés voient s’accroitre le 

nombre de cas depuis le milieu du 20ième siècle (Chia et al., 2010; Huyghe et al., 2007; Purdue et al., 

2005). Les cancers des cellules germinales, y compris du séminome, représentent la grande majorité 

des cas observés. La cryptorchidie constitue un facteur de risque du cancer du testicule (Cook et al., 

2010), ainsi que des antécédents familiaux de cryptorchidie, de cancers testiculaires, de la prostate 

ou du sein (Serrano et al., 2013; Walschaerts et al., 2007), un petit poids de naissance, la survenue 
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d’une hernie inguinale, un accouchement prématuré ou encore une grossesse gémellaire (Cook et al., 

2010). Cependant, ces facteurs ne permettent pas d’expliquer l’augmentation dramatique de son 

incidence ces dernières décennies, le nombre de cas ayant doublé (Shanmugalingam et al., 2013). 

Désormais, la communauté scientifique considère la pollution environnementale et l’exposition des 

populations comme une des causes possibles des cancers testiculaires. 

1.2.5.2.4. La qualité spermatique 

La santé reproductive de l’homme peut également être évaluée grâce à la qualité et à la 

quantité des gamètes qu’il produit. Plusieurs études à travers le monde ont permis d’établir à 100 

millions de spermatozoïdes par millilitre la norme de la quantité spermatique d’un homme sain 

(David et al., 1979; Macleod and Gold, 1951). 

Dans les années 90, une méta-analyse de 61 articles effectuée par le groupe de Niels Erik 

Skakkebaek a mis en évidence une diminution régulière de la production et de la densité spermatique 

entre 1938 et 1990. Bien que critiquée, cette étude a permis une prise de conscience internationale 

sur ce problème de santé publique, et a donné l’impulsion pour l’analyse rétrospective des données 

accumulées jusqu’alors. Les études effectuées sur différents continents, prenant en compte les 

données recueillies dans différents pays ou ville, ont su démontrer une grande disparité géographique 

de la production spermatique, observée en Amérique du Nord (Swan et al., 2003) et en Europe 

(Jørgensen et al., 2001). La même hétérogénéité a été observée à l’échelle de la France, en 

considérant plusieurs paramètres spermatiques (volume de l’éjaculat, concentration et mobilité 

spermatiques) (Auger and Jouannet, 1997). Depuis une trentaine d’années, de nombreuses études ont 

tenté de démontrer les variations de différents paramètres spermatiques, mais aucun consensus n’a 

pu être établi à ce jour. La revue de Niels Erik Skakkebaek publiée en 2016 répertorie les études 

publiées au fil des années et fait un état des lieux des potentiels facteurs confondants pouvant amener 

à ces résultats discordants (Skakkebaek et al., 2016). Il est toujours difficile aujourd’hui de définir 

l’évolution de la qualité spermatique des hommes. 
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 Différents modes d’action des Perturbateurs endocriniens 

 

(A) Action hormono-mimétique du perturbateur endocrinien (PE).  (B) Action antagoniste du PE. (C) Effet  direct  

sur l’hormone via la perturbation d’enzyme de conversion (ic i  sur l’enzyme de clivage de la  chaine latéra le du 

cholestérol,  inhibant  la testostérone).  
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 Perturbation endocrinienne et les gonades fœtales 

Bien que des études aient déjà décrit des cas de perturbations endocriniennes dans les 

années 40, sans en énoncer clairement le concept (Wurster, 2015), ce n’est qu’en 1962 de Rachel 

Carson alerte l’opinion sur l’impact de certaines substances sur la santé animale, y compris l’Homme, 

dans son livre « Silent Spring » (Carson, 1962). Les années 80 et 90 verront la publication de 

nombreuses études sur l’impact de produits chimiques sur la reproduction animale à travers le monde. 

En Angleterre, les poissons mâles exposés aux rejets des stations de traitement des eaux usées 

présentent une inversion du sexe (Sumpter and Jobling, 1995) et aux États-Unis, les alligators 

présentent une diminution de testostérone, avec des conséquences phénotypiques majeures, après 

leur exposition accidentelle au diclofol (Guillette et al., 1994).  

Le concept de perturbation endocrinienne voit le jour grâce au travail collaboratif et 

interdisciplinaire d’une vingtaine de scientifiques, réunis par Theo Colborn et Pete Myers en 1991 à 

Wingspread. La déclaration de Wingspread fut rédigée à la suite de cette rencontre et énonce déjà les 

grandes lignes de ce nouveau concept toxicologique, mais ce n’est que 5 ans plus tard que Theo 

Colborn et Pete Myers publient Our Stolen Future, qui explicite le principe de perturbation 

endocrinienne et évoque sans détour la possibilité que l’humanité mette en danger « sa fertilité, son 

intelligence et sa survie » par sa consommation excessive de produits chimiques (Colborn et al., 

1996). 

Au fur et à mesure que la communauté scientifique s’est emparée de ce nouveau champ de 

recherche, les connaissances sur les perturbateurs endocriniens se sont étoffées, mais ont révélé une 

complexité mécanistique telle qu’il est difficile aujourd’hui de définir clairement les contours de la 

perturbation endocrinienne. Le 15 juin 2016, l’UE a présenté sa dernière définition : « un 

perturbateur endocrinien est une substance ou un mélange exogène qui a un mode d’action 

endocrinien et qui est connu pour exercer des effets adverses pour la santé humaine sur un 

organisme intact, sa descendance ou ses sous populations comme conséquence de son effet 

mode d’action hormonale. ». Plusieurs conséquences sous-jacentes ont déjà été soulevées par la 

communauté scientifique. Cette définition n’inclut que la population humaine, excluant de fait le 

reste du règne animal. De plus, elle n’inclut que les produits « connus » pour avoir des effets 

délétères, ce qui exclut des nomenclatures la notion de présomption et de suspicion. La définition de 

l’OMS ne cristallise pas les mêmes critiques, car elle décrit un PE comme « une substance ou un 

mélange exogène, possédant des propriétés susceptibles d’induire une perturbation 

endocrinienne dans un organisme intact, chez ses descendants ou au sein de (sous)-

populations. ». 
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En France, l’Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de l’alimentation, de l’environnement 

et du travail (ANSES) se range à l’avis de l’OMS, en définissant un PE comme « tout produit 

chimique susceptible d’interagir directement avec le système endocrinien et par voie de 

conséquence de produire un effet sur ce dernier et d’impacter les organes et les tissus », 

n’incluant donc pas de notion d’espèces impactées et en conservant la présomption d’effets. Il est 

évident que ces discordances des différents organismes en charge de la législation sur la production 

de produits chimiques compliquent l’homogénéisation des règles de production et de mises sur le 

marché à travers le monde.  

Le système endocrinien gouverne l’activité des organes et cellules cibles grâce à l’excrétion 

d’hormones dans la circulation sanguine par les organes endocrines. Le mode de production des 

hormones, leur transport dans la circulation, leur fixation sur les récepteurs de leur cible et les voies 

de signalisation induites sont autant de mécanismes susceptibles d’être altérés par les perturbateurs 

endocriniens. On distingue donc plusieurs types de PEs. Tout d’abord, une substance peut inhiber 

l’activité de certaines enzymes impliquées dans les voies de synthèse des hormones, tel le 

kétoconazole altérant la synthèse de testostérone via l’inhibition des cytochromes P450 (Miossec et 

al., 1997). Ensuite, le transport de l’hormone vers sa cible peut être altéré, comme les phtalates 

perturbent la circulation des hormones lipophiles comme la Sex Hormone-Binding Globulin (SHBG) 

(Sheikh et al., 2016). Mais un PE peut également contrarier l’activité des organes cibles en 

interagissant directement avec eux et sans perturber l’hormone en elle-même. D’une part, certaines 

substances ont la capacité de se fixer sur la cible grâce à leur similarité de structure avec l’hormone 

physiologique. Ces agonistes peuvent donc mimer l’action d’une hormone et induire une réponse 

non physiologique des cibles, comme le chlordécone peut induire une activité œstrogénique (Waring 

and Harris, 2005). D’autre part, certaines substances ont un effet inverse, se fixant sur les récepteurs 

et bloquant ainsi l’accès de l’hormone native à ses cibles. Cela induira un effet antagoniste, où le 

signal hormonal ne pourra être capté par l’organe a stimulé. 

L’une des crises sanitaires les plus importantes provoquée par un perturbateur endocrinien 

est celle provoquée par le diéthylstilbestrol (DES) dans le monde entier. Dans les années 1970, des 

millions de femmes enceintes ont été traitées au DES afin d’éviter les avortements spontanés. Les 

effets du DES ne sont pas visibles sur la femme enceinte, mais des études épidémiologiques ont su 

démontrer l’augmentation de l’occurrence des malformations de l’appareil génital, des cancers du 

sein et de la stérilité chez les enfants nés des mères exposées (Eskenazi et al., 2009; Klip et al., 2002). 

Ainsi, le DES s’est avéré être l’archétype du PE présentant des effets transgénérationnels, aboutissant 

à̀ son retrait du marché́ français en 1977. 
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Comme exposé dans la seconde partie de l’introduction (voir « La différenciation 

gonadique »), le développement des gonades est gouverné par des mécanismes de régulation 

moléculaires, permettant la coordination des signaux entre les différentes populations cellulaires en 

développement et l’activité endocrine de celles-ci. Le rôle des stéroïdes produits par le testicule est 

bien défini dans la masculinisation du tractus génital. Une altération du développement des cellules 

de Leydig aurait des effets délétères à long terme sur la santé reproductive de l’homme. 

L’extrapolation des résultats obtenus chez le rat a permis de définir une fenêtre de susceptibilité du 

testicule humain aux PE entre la 8ième et la 12ième SD (Welsh et al., 2008). Certaines études ont en 

effet démontré que la production hormonale du testicule fœtal humain pouvait être altérée après 

exposition à certains composés chimiques, classés comme anti-androgénique (Toppari et al., 1996). 

Ces molécules ont la capacité de perturber le système androgénique, y compris la production de 

testostérone (pour revue Albert and Jégou, 2014). Au cours de la dernière décennie, les équipes de 

l’Irset ont démontré l’effet direct de certains composés sur la stéroïdogenèse des testicules fœtaux 

humains, comme le bisphénol A (Ben Maamar et al., 2015), l’indométacine, le paracétamol (van den 

Driesche et al., 2015; Jégou, 2015), l’aspirine (Mazaud-Guittot et al., 2013) et l’ibuprofène (Ben 

Maamar et al., 2017). Il a également été démontré que certains produits induisent des effets différents 

sur les testicules fœtaux murins et humains, notamment les phtalates (Johnson et al., 2012). 

Cependant, une revue de la littérature a mis en évidence que les méthodes d’exposition ou 

d’évaluation de l’effet pouvaient grandement influencer les résultats des études toxicologiques et 

aboutir à des conclusions divergentes (Albert and Jégou, 2014). Le cas des phtalates illustre bien 

qu’il est difficile d’établir des normes en ce qui concerne l’évaluation de la perturbation endocrienne, 

et qu’il serait nécessaire d’évaluer l’effet de chaque PE suspecté sur tissu humain au vu des 

spécificités interespèces potentielles. 

Chez la femme en revanche, étant donné que les mécanismes endocriniens régissant les 

différentes étapes du développement ovarien sont encore mal connus, il est difficile d’appréhender 

si un effet toxique observé est du à un mécanisme de perturbation endocrienne ou non. 

L’établissement de la réserve de follicules primordiaux constituant une étape clé pour la future santé 

reproductive de la femme, une altération de leur formation pourrait avoir des conséquences 

irréversibles sur la fertilité. Des études toxicologiques organotypiques ont su démontrer l’effet 

délétère de certains composés sur le développement de l’ovaire humain, comme l’ibuprofene 

(Leverrier-Penna et al., 2018), le bisphénol A (Brieño-Enríquez et al., 2012; Zhang et al., 2012) et le 

diéthylstilbestrol (Akbas et al., 2004; Bromer et al., 2009). 

 



 

94 

 

1.3. Analyses transcriptomiques du développement 

gonadique 

Comme évoqué au début de l’introduction, le transcriptome peut être défini à l’échelle d’un 

tissu, d’une population cellulaire isolée ou d’une cellule unique (voir « La transcriptomique »). 

Les études travaillant à l’échelle de la gonade entière ont l’avantage de conserver l’intégrité 

du tissu et des interactions cellulaires. Ces études nécessitent moins d’étapes de préparation des 

échantillons à séquencer, le transcriptome sera peu affecté par les différentes procédures 

expérimentales. Cependant, séquencer l’organe entier empêche de distinguer le transcriptome de 

chaque population cellulaire présente et les populations dominantes peuvent occulter les cellules 

présentes en plus faible proportion. Les études transcriptomiques effectuées sur des populations 

cellulaires enrichies peuvent surpasser ce problème et améliorer la sensibilité du séquençage. 

Cependant, les protocoles de purification peuvent avoir un impact sur l’expression des gènes. De 

plus, les protocoles de purification peuvent donner lieu à des contaminations de l’échantillon par 

d’autres populations cellulaires. L’analyse à l’échelle de la cellule unique permet de décrire la 

dynamique du transcriptome au sein d’une population cellulaire hétérogène et peut être utilisée pour 

caractériser chaque type cellulaire d’un échantillon, y compris les plus minoritaires et appréhender 

le programme transcriptionnel gouvernant la différenciation des cellules (voir « Erreur ! Source du 

renvoi introuvable. »). 

 Premières études du développement gonadiques grâce aux 

puces à ADN 

Depuis une quinzaine d’années, les différentes technologies de transcriptomique ont permis 

de caractériser la dynamique transcriptionnelle intervenant dans la différenciation des gonades 

fœtales. Les puces à ADN ont été utilisées par de nombreuses études à l’échelle de la gonade totale, 

à différents temps de développement et dans de nombreuses espèces (Combes et al., 2011; Coveney 

et al., 2008; Garcia-Ortiz et al., 2009; Houmard et al., 2009; Liu et al., 2015; Mamsen et al., 2017; 

Munger et al., 2013; Nicol and Yao, 2015; Ottolenghi et al., 2007; Rolland et al., 2011; Small et al., 

2005; del Valle et al., 2017). Les différentes populations cellulaires du testicule et de l’ovaire fœtal 

ont également été largement décrites, tant la lignée germinale (Jameson et al., 2012b; Molyneaux et 

al., 2003) que les populations cellulaires somatiques (Beverdam and Koopman, 2006; Bouma et al., 

2007; Hummitzsch et al., 2013; Jameson et al., 2012b; Kusaka et al., 2010; Nef et al., 2005). Ces 

études ont permis de décrypter les bases de la mécanistique moléculaire régulant différents aspects 

de la différenciation gonadique. 
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Le RNA-seq a permis des avancées significatives dans notre compréhension des différents 

processus de différenciation ayant lieu dans la gonade indifférenciée, le testicule ou l’ovaire fœtal. 

 Etude des cellules germinales primordiales 

Au cours de ces dernières années, de nombreuses études ont tenté d’induire la différenciation 

in vitro des CGP à partir de cellules souches embryonnaires humaines (hESCs). Le développement 

d’une lignée cellulaire « human primordial germ cells-like », hCGPLCs, permet d’une part d’étudier 

les caractéristiques des cellules germinales indifférenciées humaines, mais également leur processus 

de différenciation. Pour tester les protocoles mis en place, il a été nécessaire de définir le 

transcriptome des cellules germinales humaines fœtales, grâce au séquençage des populations 

purifiées (Gkountela et al., 2013, 2015; Guo et al., 2015a, 2017; Irie et al., 2015; Li et al., 2017a; von 

Meyenn and Reik, 2015; Tang et al., 2015). Ainsi, la comparaison des transcriptomes des cellules 

germinales différenciées in vitro et des cellules germinales « natives » a permis d’évaluer la 

pertinence biologique des protocoles testés. Tout d’abord, la comparaison les transcriptomes des 

CGP isolées chez l’homme et la souris a pu mettre en évidence la conservation d’un ensemble de 

gènes impliqués dans la spécification des CGP murine, revue dans (Irie et al., 2018). L’analyse du 

programme transcriptionnel régulant la différenciation in vitro des hCGPLCs a mis en évidence le 

rôle clé de SOX17 (Irie et al., 2015), spécifique de l’humain (pour revue, Irie et al., 2018; Tang et 

al., 2016). Grâce à ces études, le modèle d’induction de la différenciation des CGP humains a pu être 

en partie décrit. De plus, cette nouvelle lignée cellulaire ayant toutes les caractéristiques des CGP 

représente un bon modèle pour étudier la reprogrammation épigénétique qu’elle subit (revue dans 

Tang et al., 2016). Enfin, les CGP étant les cellules progénitrices des futurs spermatozoïdes et 

ovocytes, l’opportunité d’étudier leur différenciation in vitro facilitera à l’avenir notre 

compréhension de la fertilité humaine et des pathologies associées. 

L’utilisation récente de technologies de séquençage à haut-débit (RNA-seq) a permis 

d’affiner la dynamique du transcriptome permettant la différenciation des cellules germinales 

humaines pendant la vie fœtale (Gkountela et al., 2015). Notamment, cela a permis de mettre en 

évidence l’expression significative du gène non codant XIST (Gkountela et al., 2015) dans les cellules 

germinales femelles, mais également mâle pendant la vie fœtale. XIST est connu comme l’un des 

principaux effecteurs de l’inactivation du chromosome X chez la femelle mammifère (Ohhata et al., 

2011). En « tapissant » le chromosome X à partir duquel il est synthétisé, l’ARN non codant rend 

inaccessible le chromosome X à toute machinerie transcriptionnelle, le rendant inactif. Ce processus 

est nécessaire pour rétablir la balance dans les cellules femelles (XX) de la quantité de gènes 

transcrits à partir de ce chromosome, présent en une seule copie chez le mâle. La fonction de ce 

facteur dans les cellules germinales fœtales mâles n’est pas encore définie. 
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 Atout du RNA-seq pour l’étude de la différenciation sexuelle 

chez les espèces non-modèles 

La différenciation sexuelle a également été étudiée dans de nombreuses espèces. Les 

mécanismes de la différenciation sexuelle sont diversifiés dans le règne animal (Bachtrog et al., 

2014). Les poulets, comme beaucoup d’espèces aviaires, portent les chromosomes sexuels Z et W, 

les mâles portant deux chromosomes ZZ et la femelle ZW. Le séquençage haut-débit a permis dans 

un premier temps de compléter l’annotation des gènes portés par W (Ayers et al., 2013), puis 

d’étudier la dynamique d’expression des gènes lors de la différenciation sexuelle (Ayers et al., 2015). 

La différenciation température-dépendante des gonades de tortues a également été décryptée, le 

RNA-seq offrant la possibilité d’identifier de novo les transcrits impliqués dans ce processus chez 

cette espèce non modèle (Czerwinski et al., 2016). 

 Etude du développement gonadique chez les espèces 

modèles : complémentarité du RNA-seq et scRNA-seq 

Chez la souris, le programme transcriptionnel en jeu pendant le développement des gonades 

a été largement étudié par puces à ADN, le RNA-seq n’a été employé seulement dans quelques 

études. L’étude complète de la dynamique du transcriptome au cours de la différenciation du testicule 

et de l’ovaire n’a que très récemment été publiée (Zhao et al., 2018) et tire parti du séquençage pour 

s’intéresser à la dynamique de l’épissage alternative lors du processus. 

D’autres études ont choisi de travailler sur des populations cellulaires isolées à partir de 

testicules fœtaux de souris. D’une part, le RNA-seq a été utilisé pour tenter de caractériser les 

progéniteurs des cellules de Leydig (Inoue et al., 2016). D’autre part, (McClelland et al., 2015) a 

choisi de comparer les cellules de Sertoli, de Leydig et les cellules interstitielles de souris 

transgéniques Sf1-eGFP (Nr5a1) à différents stades de développement pour identifier les gènes 

spécifiquement impliqués dans la différenciation de chacune de ces populations cellulaires. 

L’apparition du scRNA-seq a permis d’élargir le champ des possibles quant à l’étude de la 

différenciation de chaque lignée cellulaire lors du développement gonadique. L’étude de (Stévant et 

al., 2018) a été précurseure dans le domaine, en étudiant la dynamique du transcriptome à l’échelle 

de la cellule unique des cellules somatiques se différenciant dans le testicule de souris. L’existence 

d’un précurseur commun aux cellules supportrices et interstitielles a été observé pour la première 

fois par (Karl and Capel, 1998), et cette approche innovante de transcriptomique a permis d’observer 

à l’échelle transcriptionnelle cette dynamique de différenciation à partir d’une même cellule 

multipotente. 
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L’ovaire a été relativement peu étudié au regard du testicule. Seulement une étude a étudié 

spécifiquement le développement ovarien murin et a plus particulièrement caractérisé le programme 

transcriptionnel régulant la prophase lors de la méiose des cellules germinales (Soh et al., 2015). 

Chez l’humain, une étude précurseure a caractérisé les différents transcriptomes des cellules 

germinales du testicule et de l’ovaire fœtal, ainsi que les cellules somatiques environnantes, à 

différents temps de développement (Li et al., 2017a). Cette analyse a su distinguer trois populations 

de cellules germinales parmi les cellules testiculaires fœtales : les cellules en migration (CGP), les 

cellules germinales en phase mitotique et les cellules germinales en arrêt mitotique. Dans l’ovaire 

fœtal, quatre types cellulaires germinales ont pu être identifiés : les cellules en phase mitotique, les 

cellules répondantes à l’acide rétinoïque (RA), les cellules en prophase (méiose) et les cellules en 

cours d’ovogenèse. En ce qui concerne les cellules somatiques, quatres types cellulaires ont pu etre 

identifiés : les cellules endothéliales, les cellules de Sertoli, les cellules de Leydig et leur précurseur. 

Dans l’ovaire, les cellules endothéliales, les cellules de la granulosa précoce, les cellules de la 

granulosa « murale » et les cellules de la granulosa tardives ont également pu être discriminées sur 

la base de leurs transcriptomes. Cette étude n’a séquencé que 2000 cellules, limitant ainsi l’analyse, 

les intérprétations et les découvertes. Cependant, ces résultats sont prometteurs quant à la pertinence 

d’une telle technologie dans l’étude du développement gonadique et le scRNA-seq promet d’ouvrir 

de nouveaux horizons dans notre compréhension du processus.
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2. Étude transcriptomique de la différenciation et du 

développement des gonades fœtales humaines 

2.1. Introduction 

À partir d’une gonade bipotentielle, le développement des gonades fœtales humaines est une 

étape cruciale pour la future santé reproductive de l’Homme. Les connaissances actuelles sur les 

mécanismes transcriptionnels gouvernant cette différenciation chez l’humain ne sont encore que 

parcellaires. Les études des gonades fœtales humaines sont peu nombreuses, tant les verrous 

éthiques, législatifs, pratiques et techniques rendent le matériel biologique rare et délicat à manipuler, 

voire à cultiver. Le modèle murin est légitimement utilisé pour l’étude du développement gonadique 

chez les mammifères. Mais les différences interespèces doivent conduire à une prudence critique vis-

à-vis des extrapolations des résultats vers l’humain (Maheshwari and Fowler, 2008; von Meyenn et 

al., 2016). Incontestablement, l’avènement des technologies de transcriptomique haut-débit 

représente une nouvelle étape dans l’étude de la différenciation des gonades, et certaines études ont 

déjà employé le RNA-seq afin d’étudier les cellules germinales primordiales et leur développement 

(Gkountela et al., 2013, 2015; Guo et al., 2015b; Irie et al., 2015). Ce n’est qu’en 2017 que deux 

études utilisant les puces à ADN ont ouvert la voie vers la caractérisation de la dynamique 

d’expression des gènes pendant le développement des gonades humaines (Mamsen et al., 2017; del 

Valle et al., 2017). A l’exception des Tilling arrays (Mockler et al., 2005; Samanta et al., 2007; 

Yazaki et al., 2007), cette technologie ne permet de quantifier qu’un ensemble prédéfini de gènes, et 

ne permet pas la découverte de nouveaux gènes ou de nouveaux transcrits. 

L’un des objectifs de ma thèse est de décrire l’ensemble du programme transcriptionnel 

guidant la différenciation et le développement des gonades fœtales humaines. Cette étude est inédite 

tant au niveau de la technologie utilisée qu’au niveau de large fenêtre de développement étudiée. La 

description de la dynamique d’expression des gènes entre la 6ième semaine de développement (SD), 

semaine de la gonade bipotentielle, et la 17ième SD permet d’appréhender l’implication des gènes à 

plusieurs étapes de différenciation du testicule et de l’ovaire. L’un des objectifs est également de 

caractériser de nouveaux gènes et de nouvelles isoformes de gènes codants et non-codants, et de 

tenter d’éclaircir les limites de l’extrapolation entre l’homme et le modèle murin. 
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2.2. Manuscrit en préparation 

 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

101 

 

  



 

102 

 



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

103 

 

  



 

104 

 



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

105 

 

  



 

106 

 

 



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

107 

 

 



 

108 

 

 



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

109 

 

 



 

110 

 

 



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

111 

 

 



 

112 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

113 

 

  



 

114 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

115 

 

 



 

116 

 

 



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

117 

 

  



 

118 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

119 

 

  



 

120 

 



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

121 

 

  



 

122 

 



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

123 

 

  



 

124 

 



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

125 

 

  



 

126 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

127 

 

  



 

128 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

129 

 

  



 

130 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

131 

 

  



 

132 

 

 



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

133 

 

  



 

134 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

135 

 

  



 

136 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

137 

 

  



 

138 

 



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

139 

 

  



 

140 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

141 

 

  



 

142 

 

 



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

143 

 

  



 

144 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

145 

 

  



 

146 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

147 

 

  



 

148 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

149 

 

 



 

150 

 

 



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

151 

 

  



 

152 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

153 

 

  



 

154 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

155 

 



 

156 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

157 

 

  



 

158 

 



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

159 

 

  



 

160 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

161 

 

 



 

162 

 

  



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

163 

 

 



 

164 

 

 



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

165 

 

2.3. Résultats 

 L’assemblage des transcrits 

Après l’étape d’alignement sur le génome, l’assemblage des transcrits à partir des lectures 

alignées sur le génome humain (version hg19) a été réalisé avec Cufflinks (Trapnell et al., 2012). 

Comme décrit dans l’introduction (voir « L’assemblage des transcrits »), le développement d’outils 

d’assemblage reste toujours un challenge bio-informatique. L’un des gènes marqueurs du 

développement des cellules de Sertoli est le gène de l’AMH, qui joue un rôle central dans la 

masculinisation du tractus génital mâle (voir « Masculinisation du tractus génital : l’AMH »). 

Cependant, aucun transcrit correspondant à ce gène n’a été identifié dans l’ensemble des transcrits 

reconstruits de notre étude. L’examen des fichiers d’alignement (fichiers .bam) dans le navigateur de 

génome IGV (Thorvaldsdóttir et al., 2013) a permis de mettre en évidence que quatre transcrits 

assemblés correspondent au gène SF3A2, situé en amont de l’AMH (Figure 21). Il est possible 

d’observer que des lectures sont alignées à la fois sur le dernier exon de SF3A2 et sur le premier de 

l’AMH. Ces gènes ont déjà été décrits comme étant contigues (Dresser et al., 1995). L’assembleur a 

donc reconstruit des transcrits contenant l’ensemble des exons des deux gènes. Il s’agit ici d’erreurs 

d’assemblage, et non de complètes chimères, mais cela entraîne des erreurs d’identification des 

isoformes de SF3A2 exprimées et une carence du transcrit de l’AMH identifié.   Cela illustre les 

difficultés que peuvent rencontrer les outils actuellement disponibles pour reconstruire des transcrits 

et identifier les gènes exprimés. 

 

 Visualisation de l’alignement des lectures séquencées sur le génome humain hg19 grâce 

à IGV. 
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 Représentation en « boite à moustache » du maximum d’abondance des transcrits à 

travers les échantillons en fonction de leurs classcodes.  

Les transcri ts « =  » correspondent à des isoformes connu es;  les transcri ts « j  » correspondent à de nouve lles  

isoformes de gènes connus;  les transcri ts « i  » ,  « u  » et  « x  » sont  de nouvelles  isoformes si tués dans des régions  

introniques,  intergéniques ou antisens,  respectivement.  Pour des commodités de visualisat ion ,  les va leurs  

ext rêmes (> 30FPKM) ne sont  pas représentées.  
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 Le raffinement et le choix du seuil d’expression 

Les premières étapes de raffinement sont nécessaires afin d’écarter de l’analyse les transcrits 

provenant d’erreurs de séquençage ou d’assemblage et de sélectionner les transcrits d’intérêt. La 

filtration des transcrits de moins de 200 pb et des nouvelles isoformes monoexoniques permet 

d’éliminer les transcrits chimériques. Initialement, un seuil d’expression de 3 FPKM avait été choisi, 

seuil au-delà duquel les transcrits sont considérés comme étant détectables (exprimés) dans un 

échantillon donné.  

Dans cette étude, un transcrit détecté à 3 FPKM ou plus au sein d’au moins un échantillon 

est considéré comme exprimé. Ainsi, sur les 255 915 transcrits reconstruits, seulement 27 721 étaient 

considérés comme exprimés. Le classcode est une catégorisation des transcrits reconstruits par 

Cufflinks en fonction de leur composition exonique : les transcrits « = » correspondent à des 

isoformes déjà connues; les transcrits « j » correspondent à de nouvelles isoformes de gènes connus; 

les transcrits « i », « u » et « x » sont de nouvelles isoformes situées dans des régions introniques, 

intergéniques ou antisens, respectivement. En observant la distribution du maximum d’expression en 

fonction du classcode des transcrits, ce seuil d’expression est apparu comme trop strict (Figure 22). 

Ainsi, ce premier seuil ne permettait la sélection que de 12 979 isoformes connues, 14 609 nouvelles 

isoformes, et seulement 36 isoformes introniques, 36 isoformes en antisens de gènes connus, 61 

transcrits intergéniques. Considérant le système dynamique étudié, comprenant une différenciation 

tissulaire, somme de différenciations cellulaires hétérogènes ainsi qu’une prolifération inégale de 

chaque population, un faible niveau d’expression peut résulter de plusieurs biais. Par exemple, une 

faible population cellulaire exprimant significativement le transcrit, une faible expression dans une 

proportion raisonnable de cellules, ou bien sûre, un artefact d’assemblage. La différenciation globale 

des gonades humaines n’ayant jamais été caractérisée avant en faisant appel à ce type de technologies 

qui révèle un exeptionnel potentiel de découverte de gènes. Sur la base d’autres publications dans le 

domaine (Derrien et al., 2012), le seuil d’expression que nous avons fixé s’est fondé sur un 

compromis entre une filtration stricte et probabilité de découverte. Avec un seuil à 1 FPKM, 49 904 

transcrits étaient sélectionnés, dont 18 733 isoformes connues, 30 308 nouvelles isoformes, 194 

isoformes introniques, 186 isoformes en antisens de gènes connus et 483 transcrits intergéniques.  

 

 L’analyse d’expression différentielle 

Le raffinement analytique choisi a permi de sélectionner 49 904 transcrits, et une deuxième 

sélection sur leur niveau d’expression dans au moins une condition (moyenne d’expression des 
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réplicats biologiques) supérieur à 1 FPKM a permis de discriminer 35 194 transcrits, parmi lesquels 

des transcrits codant pour des protéines, des longs ARN non codants ainsi que des nouveaux 

gènes/transcrits. 

Après filtration statistique, 13 145 transcrits séquencés ont été définis comme « sexuellement 

dimorphiques », c’est-à-dire qu’ils sont préférentiellement exprimés soit dans le testicule, soit dans 

l’ovaire, et 8935 comme « sexuellement non dimorphiques », leur niveau d’expression variant de 

manière similaire au cours du développement de la gonade dans les deux sexes. Une classification 

(méthode HCPC) a permis de définir 20 groupes de gènes co-exprimés. Une analyse fonctionnelle 

de ces groupes a mis en évidence des enrichissements significatifs en termes GO associés à chacune 

de ces classes, cohérents avec la répartition des marqueurs en leur sein. Par exemple, le groupe P4 

est enrichi en gènes impliqués dans la stéroïdogenèse et il contient également les gènes marqueurs 

des cellules de Leydig, comme CYP11A1, CYP17A1, STAR et HSD3B2. 

Considérant que la différenciation des gonades jusqu’alors bipotentielles connaît son essort 

à partir de la 6ième semaine de développement et que le testicule et l’ovaire sont histologiquement 

indifférenciables à ce stade, l’expression différentielle entre les deux gonades détectées si tôt dans le 

développement repose sur des mécanismes de régulation transcriptionnelle différents. La sélection 

de 1479 transcrits présentant un ratio d’expression d’au moins 2 a permis d’identifier ceux qui sont 

potentiellement impliqués dans la cascade transcriptionnelle initiant la différenciation sexuelle. 

 La conservation du programme transcriptionnel chez le 

modèle murin 

La souris est le modèle animal le plus utilisé en recherche sur les maladies humaines, il est 

maintenant bien connu que sa physiologie ne peut être entièrement extrapolée à l’humain. De façon 

générale, au niveau transcriptionnel, les profils d’expression des gènes sont conservés de façon 

globale. Toutefois, ce degré de conservation dépend grandement du tissu et des gènes comparés. La 

plupart des études transcriptomiques comparatives prennent en compte les gènes codant pour des 

protéines, et de ce fait, occultent le fait que les ARNlnc présentent des propriétés de conservation 

différentes. Tout d’abord, moins de 10 % des ARNlnc annotés sont orthologues (gènes homologues 

de différentes espèces ayant évolués à partir d’un ancêtre commun via spéciation), alors que cette 

propriété est retrouvée chez 75 % des gènes codant pour des protéines (Breschi et al., 2017). Il est 

important de noter que la plupart des ARNlnc orthologues sont exprimés spécifiquement dans le 

testicule adulte chez l’homme et la souris (Hezroni et al., 2015; Washietl et al., 2014), et plus 

particulièrement les gènes les moins conservés (Necsulea et al., 2014). Cette signature 

transcriptomique particulière qui caractérise la gonade mâle est probablement dû à l’état particulier 

de la chromatine pendant la spermatogenèse (Soumillon et al., 2013), ce qui participerait à l’évolution 



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

169 

 

rapide du transcriptome du testicule au regard des autres organes. Étant donné les dynamiques 

particulières induites par la méiose et la gamétogenèse au niveau épigénomique et transcriptomique, 

il serait pertinent de déterminer plus précisément les limites du modèle murin, pour mettre en lumière 

les processus conservés, et donc permettre une extrapolation plus solide des résultats entre les 

espèces. 

 Intégration des puces à ADN : limites 

La première approche pour l’étude de la conservation consistait en l’intégration de données 

des puces à ADN alors disponibles. L’étude de Small et collaborateurs caractérisait l’expression des 

gènes de testicules et d’ovaires fœtaux de souris, récoltés à 5 temps de développement (11.5 jpc, 12,5 

jpc, 14.5 jpc 16,5 jpc et 18.5 jpc) en duplicat (Small et al., 2005). L’analyse reposait sur les liens 

d’homologie entre les gènes interrogés sur la puce et les gènes séquencés dans notre étude, grâce à 

la banque de données HomoloGene (Pruitt et al., 2014). Plusieurs limites techniques sont alors 

apparues pendant cette analyse : (i) l’asymétrie de l’étude souris (5 conditions mâles, 4 conditions 

femelles), engendré par la mise à l’écart d’un réplicat femelle suite à son échec au control qualité; 

(ii) la nécessité de comparer les résultats de deux technologies foncièrement différentes; (iii) les biais 

techniques particuliers de chaque technologie. Indépendamment, chaque limitation aurait pu être 

dépassée, mais dans cette étude, cela impliquait beaucoup de conjectures et d’extrapolations qui 

limitaient la pertinence de la comparaison. 

 Intégration de données de RNA-seq 

Dans notre travail, nous avons décidé d’intégrer des données de RNA-seq publiées par Soh 

et collaborateurs (Soh et al., 2015). Cette étude se concentre sur le développement des cellules 

germinales et sur la méiose femelle lors du développement de l’ovaire. Pour cela, une analyse par 

RNA-seq d’ovaires fœtaux de souris mutantes Stra8-/-, Dazl -/- et des gonades (testicules et ovaires) 

déplétées en cellules germinales a été effectuée. Dans ce contexte, les auteurs ont également analysé 

des testicules et ovaires fœtaux au cours de trois périodes de développement (12,5 jpc, 14,5 jpc et 

16,5 jpc) en duplicat et par RNA-seq, en tant que contrôles. Ce sont ces 12 échantillons que nous 

avons utilisés pour l’intégration à notre étude. 

2.3.4.2.1. Analyse bio-informatique et conversion des données de RNA-seq 

souris vers le génome humain. 

Afin de quantifier et de caractériser l’expression des gènes souris, les lectures ont étés 

alignées sur le génome souris (mm10) par TopHat2 (Kim et al., 2013). Afin de pouvoir quantifier 
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l’expression des gènes séquencés chez la souris par rapport aux gènes exprimés chez l’humain, les 

fichiers .chain fournis par l’UCSC ont été utilisés pour effectuer une conversion entre les deux 

génomes (Speir et al., 2016). Brièvement, l’alignement complet du génome humain et du génome 

souris a permis de définir les régions génomiques qui sont conservées et synténiques au niveau de 

leur séquence. Les coordonnées des transcrits assemblés dans l’étude de RNA-seq humaine ont ainsi 

été converties vers le génome souris.  

La quantification des transcrits synténiques a été effectuée avec les lectures alignées de 

l’étude de Soh et al. Le même seuil d’expression de 1 FPKM a été utilisé fin de sélectionner les 

transcrits humains exprimés chez la souris. Parmi les 30 491 transcrits synténiques exprimés chez 

l’homme, 17 026 sont également exprimés pendant le développement des gonades souris. 

2.3.4.2.2. Association des stades de développement humains et souris et 

corrélation des profils d’expression des transcrits 

L’une des problématiques pour comparer les profils d’expression des gènes chez les deux 

espèces est que les deux études ne prenaient pas en compte le même nombre de conditions (sept 

stades de développement chez l’humain et trois chez la souris). Il était donc ici nécessaire d’associer 

les trois temps de développement chez la souris avec trois temps de développement humain, afin 

d’évaluer la corrélation des profils d’expression. L’association optimale maximisant le nombre de 

gènes dont la cinétique est corrélée entre l’humain et la souris est d’une part, pour le testicule, 7 

tardif-9-12 SD comparé à 12.5-14.5-16.5 jpc chez la souris, et d’autre part, pour l’ovaire, 9-12-13, 

14 SD comparé à 12.5-14.5-16.5 jpc. Grâce à cette méthode, nous avons pu mettre en évidence que 

1288 transcrits présentent un profil d’expression significativement conservé au cours du 

développement des gonades humaines et souris. 

2.4. Discussion et Perspectives 

En France et dans la plupart des pays européens, le délai légal d’avortement est limité à 12 

SD. La collaboration avec l’équipe de Paul Fowler en Écosse, où le délai légal de l’IVG est de 22 

SD, nous a permis de compléter la description du programme transcriptionnel jusqu’aux semaines 

les plus tardives du développement. 

Considérant la complexité, la sensibilité et les résultats obtenus au fil des analyses 

informatiques, nous avons choisi d’orienter la publication vers les phénomènes les plus précoces de 

la différenciation sexuelle. Cependant, l’ensemble du projet constitue une ressource précieuse pour 

l’étude des différents processus de différenciation des populations somatiques et germinales. La 

différenciation sexuelle prend place pendant la 6ème SD, le testicule et l’ovaire sont encore 

morphologiquement indifférenciables, tant par leur taille que par leurs populations cellulaires. Au 



Étude transcriptomique de la différenciation et du 
développement des gonades fœtales humaines 

 
 

171 

 

cours de la 7ème SD, les cellules de Sertoli se différentient et prolifèrent, la composition cellulaire du 

testicule et de l’ovaire diverge, tant par la nature des populations que par leur proportion. Dès que 

les phénomènes de prolifération entrent en jeux, il faut garder à l’esprit que la quantification de 

transcrits reflète leur niveau d’expression et la proportion des cellules qui les expriment au sein de la 

gonade. La description de la dynamique globale des gènes du moment le moins différencié jusqu’aux 

âges tardifs permet d’apprécier leur devenir au sein du testicule et de l’ovaire. 

Dans l’ovaire, la caractérisation du programme transcriptionnel jusqu’à 17SD nous a permis 

d’observer l’activation des gènes méiotiques des ovocytes et le début de la folliculogénèse, 

phénomène rarement observé chez l’humain. Les analyses d’enrichissement ont démontré que les 

groupes de gènes co-exprimés associés à la méiose et à l’ovogenèse étaient enrichis en ARNlnc et 

en nouveaux gènes. Le même phénomène a été précédemment observé lors de la spermatogenèse de 

rat, où les ARNlnc sont préférentiellement exprimés lors de la méiose et de la spermiogenèse 

(Chalmel et al., 2014). Il serait donc nécessaire d’approfondir l’analyse de la méiose dans l’ovaire 

fœtal, les nouveaux gènes impliqués et comparer ces résultats avec le testicule adulte. Dans le 

testicule, de nombreux phénomènes restent également à caractériser. Notamment, ces données ont 

permis d’approfondir l’étude de la stéroïdogenèse et l’origine du cholestérol au sein de la cellule 

Leydig fœtale (étude menée par le Dr Séverine Mazaud-Guittot de l’Irset). 

 

 L’étude comparative des mécanismes de régulation 

transcriptionnelle de l’Homme et de la souris 

En faisant abstraction des connaissances sur les analogies physiologiques des gonades au 

cours de leur différenciation entre l’Homme et la souris, nous avons tenté de développer une méthode 

afin d’associer chaque stade de développement sur la base des données d’expression des gènes. Ainsi, 

nous avons associé pour le testicule, 7 tardif-9-12 SD à 12.5-14.5-16.5 jpc chez la souris, et d’autre 

part, pour l’ovaire, 9-12-13, 14 SD à 12.5-14.5-16.5 jpc. La différence d’association entre les temps 

de développement masculin et féminin peut être expliquée par le fait que le transcriptome testiculaire 

diverge plus rapidement à partir du moment de la différenciation sexuelle, l’ovaire subissant moins 

de bouleversement transcriptionnel. L’analyse de corrélation des profils d’expression a aboutit à la 

sélection de 1288 transcrits ayant une dynamique d’expression significativement conservée au cours 

du développement des gonades humaines et souris. Cet ensemble de gènes dont la séquence et le 

patron d’expression sont conservés semble être des acteurs importants du développement gonadique 

mammifère. De plus, il a été démontré que les séquences régulatrices des gènes sont en général moins 

conservées que leurs exons (Wang and Rekaya, 2009) et que la conservation du profil d’expression 
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des gènes est due à des processus compensatoires mis en place pour les gènes importants (Breschi et 

al., 2017). L’analyse approfondie de ces mécanismes conservés présente un fort potentiel 

d’élucidation des spécificités inter-espèces du développement gonadique. Une étude comparative des 

motifs de fixation des facteurs de transcription, l’étude de la conservation des séquences promotrices 

entre les espèces ou l’intégration de données d’épigénétique issues de l’étude de plusieurs espèces 

pourraient décrypter les processus conservés de régulation. 

Une autre étude de RNA-seq a été récemment publiée par l’équipe du Pr Koopman et 

s’intéresse particulièrement à la différenciation sexuelle souris. Des testicules et ovaires murins à 4 

stades de développement ont été séquencés, englobant la différenciation (10,5, 11,5, 12,5, 13,5 jpc). 

Il serait possible d’appliquer la méthode que nous avons développé en concentrant l’analyse sur les 

stades de développement humains les plus précoces, et établir quels gènes présentent un profil 

d’expression conservé pendant les premières étapes de différenciation des testicules et des ovaires.  

 Chez le rat, nous n’avons recensé aucune étude de RNA-seq sur l’étude des gonades à ce 

jour. Il serait opportun de générer ce type de données, car de nombreux laboratoires utilisent ce 

modèle animal pour leurs études toxicologiques. Au-delà de l’aspect fondamental de l’étude, il est 

impératif de mieux appréhender les similarités et surtout les divergences entre l’Homme et les 

modèles animaux couramment utilisés en toxicologie afin de savoir si les résultats obtenus sont 

extrapolables à l’espèce humaine. 

 L’intégration des données de GWAS 

GWAS Catalog (MacArthur et al., 2017) et GWASdb (Li et al., 2012) sont deux bases de 

données qui répertorient les Single Nucleotide Polymorphism (SNP) associés à des pathologies ou 

phénotypes humains. Les résultats préliminaires de l’intégration de ces données indiquent que 525 

transcrits différentiellement exprimés au cours du développement des gonades fœtales humaines ont 

déjà été associés à des pathologies du tractus génital humain. Au-delà des marqueurs du 

développement gonadiques et des gènes connus pour être impliqués dans divers processus de 

différenciation spécifiques des gonades (Gene Ontology, Gene Ontology Consortium, 2015) ou 

désordres associés (Human Phenotype Ontology, Köhler et al., 2014), 460 transcrits peuvent 

potentiellement occuper une place importante dans le programme transcriptionnel au vu des 

conséquences phénotypiques d’une mutation dans leur séquence et méritent une analyse plus 

approfondie. 

Cependant, il est important de souligner que les ressources en termes de mutations de gènes 

impliqués dans les pathologies humaines sont limitées, car le domaine de la recherche clinique reste 

réticent quant au partage de ses données. D’une part, GWAS Catalog est enrichi grâce aux 
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contributions des scientifiques, qui restent limitées, et d’autre part, GWASdb n’a pas été mis à jour 

depuis octobre 2015. 

 La caractérisation transcriptomique du développement des 

gonades fœtales humaines à l’échelle de la cellule unique : scRNA-seq 

Le RNA-seq et le scRNA-seq permettent d’appréhender les processus biologiques à des 

échelles de résolution différentes, en termes de matériel biologique et de sensibilité de séquençage 

(voir «  

RNA-seq à l’échelle de la cellule unique, scRNA-seq »). D’une part, le « bulk » RNA-seq 

sur gonade totale permet de limiter les modifications induites par le traitement des échantillons, 

d’effectuer un séquençage profond et brin spécifique, de reconstruire les transcrits, de découvrir de 

nouvelles isoformes et de nouveaux gènes. D’autre part, le scRNA-seq permet de capturer une partie 

des cellules gonadiques en différenciation, mais implique également de lourds protocoles de 

dissociation des organes et de capture de cellule et donc des modifications du transcriptome 

potentiellement plus importantes. Cependant, cette caractérisation à l’échelle de la cellule unique 

permet une appréciation  
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  Représentation en nuage de point des résultats de pré-séquencage des 90 000 cellules 

capturées à partir des 30 gonades fœtales humaines.  

Les ovaires et  test icules fœtaux humains ont  été prélevés à 5 temps de développement différents,  en quatre 

rép licats pour les p lus jeunes (6 SD),  t rois rép licats pour les gonades à 7SD, et  en duplicat  pour les trois autres 

temps de développement.  Après dissociat ion des t issus,  la procédure de capture a permis d’isoler 90  000 cellules  

à travers l’ensemble des échanti llons.  Une première étape de pré -séquencage a permis d’évaluer la quali té des 

données.  La réduction de la dimensionnali té des données transcriptomiques de chaque cellu le a permis une 

représentat ion en nuage de point  de l’ensemble des cel lules.  Les cel lules isolées à part ir des ovaires fœtaux (A) 

et  test icules  fœtaux (B) sont  représentées et  colorées en fonction du stade de développement de la gonade à part ir 

de laquelle el les ont  été capturées (même couleur pour chaque réplicat  biologique d’un m ême stade de 

développement).  (D) Expression de certains  gènes marqueurs au sein des 90  000 cellu les ( le rouge le plus intense 
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représentant  une forte expression au sein de la cel lule ) : des marqueurs des cel lules de Sertoli  (AMH, SOX9), 

des cel lules  de Leydig (CYP17A1, INSL3),  des cellu les germinales (POU5F1),  y compris méiotiques (SYCP3),  

des marcophages (CD34),  des progéniteurs du stroma ovarien  (LHX9)  et  des cellu les sanguines (HBA1) .  

 

précise de l’hétérogénéité cellulaire et des processus transcriptionnels gouvernant la différenciation 

de chaque population. Ces deux approches sont donc complémentaires et devraient permettre des 

avancées sans précédent dans la compréhension du programme transcriptionnel de la différenciation 

et du développement des gonades fœtales humaines. 

Notre équipe a mis en place un projet de scRNA-seq pour l’étude du développement des 

gonades fœtales humaine, permettant l’analyse transcriptomique des cellules isolées à partir de 30 

échantillons de testicules et d’ovaires humains, entre 6 et 12 SD (Figure 23). L’objectif de ce projet 

est d’identifier l’ensemble des populations cellulaires tout au long du développement des gonades et 

déterminer leur filiation (ou lineage) lors de leur différenciation. 

Environ 90 000 cellules ont été capturées à partir des 30 échantillons. Une première étape de 

pré-séquençage a permis d’évaluer la qualité et la variabilité des échantillons. Cette caractérisation 

préliminaire en une seule procédure de séquençage permet d’appréhender le nombre de cellules 

capturées à partir de chaque gonade, d’évaluer le nombre de gènes exprimés dans chacune d’entre 

elles et de vérifier la qualité des échantillons. Une première analyse par t-SNE permet de réduire la 

dimensionnalité des données et ainsi de représenter chaque cellule en fonction de son profil 

transcriptomique en nuage de point (scatter plot) (Figure 23) (Maaten and Hinton, 2008). Cela permet 

de visualiser que le transcriptome des cellules ovariennes (Figure 23A) et des cellules testiculaires 

(Figure 23B) évolue bien en fonction du stade de développement de la gonade, avec une répartition 

au centre du nuage des cellules les plus précoces (jaunes pour l’ovaire, vert clair pour le testicule) 

vers la périphérie du nuage des cellules les plus agées (violet pour l’ovaire, bleu foncé pour le 

testicule). La représentation de l’ensemble des cellules dans le même nuage de points (Figure 23C) 

permet de visualiser la divergence des transcriptomes des cellules ovariennes (vers la gauche) et des 

cellules testiculaires (vers la droite) à partir d’une origine commune (centre du nuage). 

La procédure de séquençage plus profond permettra de caractériser de manière plus fine le 

transcriptome de chaque cellule, ce qui permettra une analyse puissante de la différenciation de 

chaque lignée. Cependant, il est déjà possible de visualiser l’expression de certains gènes grâce à ces 

résultats préliminaires (Figure 23D). L’expression des marqueurs connus permet d’observer le 

regroupement des différentes populations cellulaires (progéniteurs : LHX9; Sertoli : AMH, SOX9 ; 

Leydig : INSL3, CYP17A1). Les cellules germinales testiculaires et ovariennes se regroupent au sein 

d’un même ensemble de cellules, marquées par l’expression du gène POU5F1, bien que certains 
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oocytes entrent déjà en méiose, exprimant le gène SYCP3. Il est important de noter que, relativement 

aux connaissances accumulées concernant le développement testiculaire, les connaissances sur le 

développement ovarien sont parcellaires. Cette première étude présente un très fort potentiel de 

découverte, notamment dans la découverte de marqueurs spécifiques des différentes populations 

cellulaires ovariennes. 
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3. Impact de l’ibuprofène et du chlordécone sur le 

programme d’expression du testicule fœtal humain 

3.1. Introduction 

Depuis les années 1990, de nombreuses études suggèrent une hausse de l’incidence de 

certaines anomalies et pathologies du système reproducteur mâle dans la population humaine des 

pays industrialisés, se traduisant par : dans certains cas une dégradation aussi bien quantitative que 

qualitative du sperme (Andersen et al., 2000; Auger et al., 1995; Carlsen et al., 1992; Fisch et al., 

1996; Irvine et al., 1996; Jegou and Velez De La Calle, 1993) ; une augmentation de la fréquence du 

cancer testiculaire (Adami et al., 1994; MØLLER, 1998) ; et une hausse de certaines malformations 

congénitales du tractus urogénital, telles que la cryptorchidie (non descente du (des) testicule(s) dans 

le scrotum) et l’hypospadias (non-fermeture de l’urètre) (Campbell et al., 1987; Chilvers et al., 1984; 

Matlai and Beral, 1985; Paulozzi et al., 1997). En 2001, le Danois Niels Skakkebaek a émis 

l’hypothèse que ces pathologies pourraient dériver de causes communes combinant susceptibilité(s) 

génétique(s) et facteurs environnementaux agissant au cours de la vie fœtale : le concept du 

Testicular dysgenesis syndrome (TDS) (Serrano et al., 2013; Skakkebak et al., 2001). Bien que 

l’hypothèse du TDS soit sujette à débats (Skakkebaek et al., 2016), il n’en demeure pas moins que 

de nombreuses études, aussi bien épidémiologiques que toxicologiques, suggèrent l’implication de 

diverses molécules aux propriétés de perturbateur endocrinien (PE) pendant la vie fœtale dans le 

développement de ces anomalies du développement du testicule (Andersen et al., 2008; Ben Maamar 

et al., 2015, 2017; Brucker-Davis et al., 2008; Damgaard et al., 2006; Gaudriault et al., 2017; 

Kristensen et al., 2012; Krysiak-Baltyn et al., 2010, 2012).   

L’Organisation Mondiale de la Santé définit les PEs comme étant des « substances exogènes 

ou des mélanges qui altèrent la/les fonction(s) du système endocrinien et par voie de conséquence 

causent un effet délétère sur la santé d’un individu, sa descendance ou des sous-populations » (Schug 

et al., 2016). De par leur définition, les PEs constituent une famille hétérogène de molécules et 

peuvent interférer avec le système endocrinien par des mécanismes variés : ils peuvent interférer 

avec la synthèse des hormones, leur transport, leur métabolisation, ou leur interaction avec leurs 

récepteurs. Dans tous les cas, cela se traduit soit par une altération des niveaux circulants de ces 

hormones, soit par une altération de l’action de ces hormones sur leurs cellules cibles. Plusieurs 

catégories de composés chimiques et contaminants ubiquitaires environnementaux sont déjà connues 

comme ayant des propriétés de PE, tel que les phtalates, les bisphénols, les parabènes et certaines 

molécules pharmaceutiques (Giulivo et al., 2016). La mise en place des études toxicologiques pour 
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l’évaluation de leur innocuité est complexe. Les PEs peuvent en effet : i) agir à faibles voire très 

faibles doses, ii) présenter des effets contraires suivant leur concentration (effets « non monotones ») 

et, iii) induire des effets différents en fonction du stade de développement (notion de fenêtre de 

susceptibilité) (Vandenberg et al., 2012). D’autre part, l’exposition constante des populations, de la 

vie fœtale à la vie adulte, est difficilement reproductible. 

Afin d’élucider les mécanismes d’action des PEs au cours du développement des gonades 

humaines, l’Irset a mis en place des protocoles de culture in vitro de testicules fœtaux humains afin 

de tester l’effet de PE, en mesurant par exemple la production de testostérone après l’exposition de 

l’organe à un produit chimique d’intérêt (Ben Maamar et al., 2015, 2017; Mazaud-Guittot et al., 

2013). Ce protocole ex vivo permet de conserver la complexité du tissu pendant la culture, et ainsi de 

maintenir sa production de testostérone et de mesurer sa perturbation par un xénobiotique. Les 

travaux de l’équipe permettent de déterminer si chaque toxique testé perturbe la production de 

testostérone (ainsi que d’autres hormones stéroïdiennes et peptidiques) au sein des testicules fœtaux 

humains. Ces études abordent généralement la problématique des mécanismes d’action de ces 

substances par des approches bas-débit types « gène candidat » en validant l’expression de certains 

gènes d’intérêt par qPCR et éventuellement immunohistochimie. Plus récemment, mon laboratoire 

d’accueil a décidé d’aborder ce dernier point par l’utilisation de méthodes de transcriptomique haut-

débit afin de décrypter l’ensemble des perturbations transcriptionnelles occasionnées par ces produits 

chimiques. Dans ce contexte, deux projets distincts ont été mis en place dans l’équipe sur des 

potentiels PE, l’ibuprofène et le chlordécone, déjà étudiés dans l’équipe, dont j’avais la responsabilité 

de l’analyse bioinformatique (Ben Maamar et al., 2017; Gaudriault et al., 2017; Mazaud-Guittot et 

al., 2013). L’objectif était de définir les signatures toxicogénomique des composés, correspondant à 

l’ensemble des gènes différentiellement exprimés suite à l’exposition d’un échantillon (un organe, 

une culture cellulaire) à un composé chimique, afin de mieux appréhender les cellules dont l’activité 

et les processus biologiques sont altérées. 

 L’ibuprofène 

L’ibuprofène est un anti-inflammatoire non stéroïdien du groupe des propioniques dérivés 

de l’acide arylcarboxylique. Il possède des effets antalgiques, antipyrétiques, anti-inflammatoires et 

inhibiteurs de courte durée des fonctions plaquettaires. Il est référencé comme médicament essentiel 

par l’OMS (WHO 2013). 

C’est en 1961 que les propriétés antalgiques de l’ibuprofène sont découvertes par le 

laboratoire Boots, dans le cadre de la recherche d’une alternative à l’aspirine, qui possède de 

nombreux effets indésirables, notamment gastriques. Il est commercialisé pour la première fois en 
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1969 en Angleterre comme traitement contre l’arthrite rhumatoïde, et deviendra disponible en 

médicament  conseil au milieu des années 1980. 

L’ibuprofène inhibe l’activité des cyclo-oxygénases (COX) impliquées dans la synthèse des 

prostaglandines, médiateurs de l’inflammation. Sa capacité à inhiber la synthèse de thromboxane A2 

lui confère des propriétés d’antiagrégant plaquettaire. D’autres mécanismes d’action ont été montrés 

ou sont supposés (pour revue, Rainsford, 2009). Lors de la prise d’un comprimé par l’adulte, le pic 

plasmatique est atteint environ 90 min après ingestion. Une dose thérapeutique de 200 mg entraînera 

une concentration sérique maximale de 8.2x10-5 M, et une dose de 400 mg aboutira à une 

concentration de 1.45x10-4M. L’ibuprofène est capable de traverser la barrière placentaire, car il a 

déjà été détecté dans le méconium (premières selles du nouveau-né) (Alano et al., 2001). Néanmoins, 

aucune donnée n’est disponible quant au pourcentage auquel est exposé le fœtus après consommation 

de la mère. Aucune malformation du fœtus induite par l’exposition de la mère pendant la grossesse 

(effet tératogène) n’a été observée chez l’animal. Il est cependant contre-indiqué pendant le troisième 

trimestre chez la femme et doit être évité pendant les deux premiers, en particulier à cause de sa 

toxicité rénale. Cependant, à cause de sa libre accessibilité en officine, la prise d’ibuprofène pendant 

la grossesse est documentée (Kristensen et al., 2012, 2016). Au niveau des malformations du tractus 

génital, une étude épidémiologique a démontré une association chez l’homme entre hypospadias et 

prise d’ibuprofène pendant la grossesse (Lind et al. 2013). Récemment, il a également été démontré 

que l’exposition à l’ibuprofène du testicule fœtal humain induit une altération de la production de la 

testostérone (Ben Maamar et al., 2017). 

Ce premier projet de toxicogénomique avait pour but d’étudier l’effet de l’ibuprofène 

conjointement avec l’effet de l’aspirine et du paracétamol, antalgiques consommés par les femmes 

pendant la grossesse et suspectés d’être des perturbateurs endocriniens (Kristensen et al., 2012, 2016; 

Mazaud-Guittot et al., 2013). L’étude complète comprenait donc l’exposition de quatre testicules 

fœtaux agés de 8-9 SD, divisés en quatre sections égales pour les quatre conditions testées (un 

contrôle, trois traités). Ensuite, les effets de ces trois médicaments ont été évalués par une analyse de 

l’expression différentielle des gènes induite par l’exposition (décrite dans « La filtration et analyse 

de l’expression différentielle »). Dans ce contexte, l’aspirine et le paracétamol n’induisait pas de 

réponse transcriptionnelle significative dans le testicule fœtal en raison d’une importante variabilité 

inter-individuelle des échantillons (données non présentées). Seule la signature toxicogénomique de 

l’ibuprofène a pu être définie et sera présentée ici. 
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 Le chlordécone 

Le chlordécone est un pesticide de la famille des organochlorés, massivement utilisé à partir 

des années 70. En France, il a notamment été utilisé aux Antilles sur les cultures de bananier, afin de 

lutter contre le charançon. C’est un polluant organique persistant avec une demi-vie maximale de 46 

ans dans l’environnement et comprise entre 120 et 160 jours dans l’organisme (Cohn et al. 1978) 

selon les conditions. Sa bio-persistance couplée à la révélation de sa toxicité a abouti à son 

interdiction dans de très nombreux pays dès 1976, et en 1993 en France, mais il est toujours détecté 

dans les nappes phréatiques, les populations sont donc toujours exposées (DIREN 2001). 

Dès le milieu des années 1970 des signes de toxicité du chlordécone ont été mis en évidence 

aux États-Unis chez les travailleurs exposés au produit. Ces patients présentaient des symptômes 

cliniques d’un empoisonnement chronique ciblant le système nerveux central (céphalées, troubles 

oculomoteurs, pertes de mémoire), hypertrophie hépatique et des troubles touchant le système 

reproducteur (diminution de la fraction de spermatozoïdes motiles) (Cannon et al. 1978; Cohn et al. 

1978; Taylor 1982). La plupart des études subséquentes ont mesuré les effets du composé sur le tissu 

hépatique. Des expérimentations sur des oiseaux et des mammifères ont retrouvé les mêmes 

symptômes sur le système reproducteur que ceux observés chez les travailleurs exposés (Faroon et 

al. 1995). 

Au niveau épidémiologique, l’effet du chlordécone sur la santé humaine est un des axes de 

recherche de l’équipe 9 de l’Irset, dirigée par Luc Multigner et Philippe Quénel. Ils ont notamment 

démontré qu’une exposition au chlordécone était associée avec un risque accru de développement de 

cancer de la prostate (Multigner et al. 2015). La cohorte mère-enfant Timoun a également était mis 

en place en Guadeloupe afin d’évaluer l’effet d’une exposition prénatale des fœtus sur leur 

développement, y compris après la naissance. Au niveau toxicologique, il a été montré que le 

chlordécone est capable de traverser la barrière placentaire, et de se lier au récepteur des œstrogènes 

et de stimuler la synthèse in vivo du récepteur de la progestérone dans le tissu utérin de ratte 

(Hammond et al. 1979), traduisant son potentiel effet perturbateur endocrinien. Enfin, l’exposition 

de testicules fœtaux humains à ce polluant altère leur production de testostérone, ce qui confirme son 

statut de PE probable (Gaudriault et al., 2017). 

Le deuxième projet de toxicogénomique faisait suite au travail de thèse de Pierre Gaudriault 

au sein de notre équipe (Gaudriault et al., 2017). Il avait mis en évidence l’effet de 8 substances 

chimiques diverses sur la production de testostérone du testicule fœtal humain, dont 2 polluants 

industriels, le BPA et le BPS, un produit pharmaceutique, la théophylline (également métabolite de 

la caféine) et 5 pesticides (le bitertanol, le prochloraz, le propiconazole, le chlordecone et l’imazalil). 

L’objectif de ce projet était de définir le mécanisme d’action de ces 8 molécules à leurs doses EC50 
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respectives (dose à laquelle une diminution de 50 % de production de testostérone est induite), pour 

obtenir des signatures toxicogénomiques comparables. Ainsi, le but était de décrypter les différentes 

voies possibles de perturbation endocrinienne au sein du testicule fœtal humain. Cette étude 

ambitieuse nécessitait donc des testicules de taille assez importante (10-12 SD) pour pouvoir 

effectuer au moins 9 explants et ainsi tester toutes les conditions (8 substances, 1 contrôle). De 

manière similaire à l’étude des antalgiques, les résultats de la filtration statistique ont également été 

décevants, le chlordécone étant le seul composé induisant un effet assez important pour pouvoir 

extraire une signature toxigénomique de nos résultats, présentée dans ce chapitre. Bien que chaque 

composé ait été testé à son EC50, c’est-à-dire à la concentration à laquelle il induit une diminution de 

50 % de la production de testostérone par le testicule, aucune signature n’a pu être extraite pour 7 

des 8 conditions testées. 

3.2. Matériel et Méthodes 

 La collecte des échantillons, culture et exposition 

Tout comme pour le chapitre précédent (« Étude transcriptomique de la différenciation et du 

développement des gonades fœtales humaines »), les testicules fœtaux humains sont issus 

d’interruptions volontaires de grossesse (IVG) effectuées à l’hôpital Sud de Rennes. Il s’agit donc de 

femmes enceintes ne souhaitant pas garder leur enfant pour des raisons non-médicales. Ils ne 

présentent donc pas un taux d’anomalie supérieur à la moyenne de la population générale. Le projet 

a été approuvé par le comité d’éthique local et l’agence de la biomédecine (autorisation #PFS09-011, 

“Etude de différenciation normale et pathologique des gonades humaines” ; Agence de la 

Biomédecine). Les fœtus sont âgés de 6 à 12 semaines de développement (soit 8 à 14 semaines 

d’aménorrhée). La procédure nécessite une posologie précise de plusieurs médicaments (Mifégyne; 

Cytotec; ibuprofène; midazolam, flagyl ou granudoxy), suivi de l’IVG, réalisé par aspiration sous 

anesthésie locale ou générale. Les testicules sont récupérés au sein des débris d’aspiration. 

Chaque testicule est fragmenté en morceaux d’environ 1 mm3. Les explants tissulaires sont 

ensuite transférés dans des puits stériles contenant le milieu de culture. Pendant les 24 premières 

heures, le milieu ne contient que de l’hCG. Ensuite, les explants sont exposés au composé d’intérêt 

pendant 72h. D’une part, trois testicules d’environ 8 SD sont fragmentés (8 SD et 2 jours : 8.2 SD; 8 

SD et 4 jours : 8.4 ; 8 SD et 5 jours : 8.5 SD), une partie des explants servant de contrôle, une autre 

partie étant exposée à l’ibuprofène à 10-5M. Cette dose a été choisie, car c’est la dose la plus faible 

entraînant une perturbation de la stéroïdogenèse et n’induit pas de différences histologiques 

observables sur les coupes de testicules fœtaux (Figure 24). 
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 Effet de l’ibuprofène sur le testicule fœtal humain en culture organotypique (issu de Ben 

Maamar et al., 2017). 

(A) Courbe dose-réponse de la production de testostérone par les test icules fœtaux de 8  à 9.9 SD (GW) en 

fonction de la concentrat ion d’ibuprofène.  Les explants sont  cult ivés en présence hCG pendant 24  h (D0) puis 

exposés à l’ibuprofène ou au DMSO pendant 72h. Les résultats présentés sont  des rat ios de production de 

testostérone après 72h de trai tement par rapport  au contrôle D0 (%).  Les va leurs représentent  la moyenne des  

rép licats (n) +/ - l’erreur standard à la moyenne.  Un test  de Wilcoxon a été appliqué pour évaluer la significat ivi té 

de la variabili té (**p<0.01 ;  ***p<0. 001).  (B) Coupes d’immunomarquage de CYP11A1 d’explants test iculaires 

de 7.9 SD cult ivés en présence de DMSO (contrôle) ou d’ ibuprofène 10 -5M. CYP11A1 est  coloré en brun 

(colorat ion au 3,3 ′-diaminobenzidine tetrahydrochloride)  et  les coupes sont  contre -marquées avec de 

l’hematoxylin.  Echelle: 100 μm.  
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D’une manière similaire, trois testicules d’environ 11 SD sont fragmentés (11SD et 2 jours : 

11.2 SD; 11 SD et 4 jours : 11.4 ; 11 SD et 6 jours : 11.6 SD), une partie servant de contrôle, une 

autre partie étant exposée au chlordécone à son EC50 (dose induisant une diminution de 50 % de la 

production de testostérone), correspondant à 1,66x10-5M (Figure 25). Cette dose n’est pas 

cytotoxique.  

 

 Effet du chlordécone sur le testicule fœtal humain en culture organotypique (issu de 

Gaudriault et al., 2017). 

(A) Courbe dose-réponse de la production de testostérone par les test icules fœtaux de 8  à 9. 9 SD (GW) en 

fonction de la concentrat ion d’ibuprofène.  Les explants sont  cult ivés en présence hCG pendant 24  h (D0) puis 

exposés à l’ibuprofène ou au DMSO pendant 72h. Les résultats présentés sont  des rat ios de production de 

testostérone après 72h de trai tement par rapport  au contrôle D0 (%).  Les va leurs représentent  la moyenne des  

rép licats (n) +/ - l’erreur standard à la moyenne.  L’aire grise représente les concentrat ions auxquelles le composé 

devient  cytotoxique.  (B) Coupes d’immunomarquage de CYP11A1 d’ explants test iculaires de 10 -12 SD cult ivés 

en présence de DMSO (contrôle) ou de chlordécone 10 -5M. CYP11A1 est  coloré en brun (colorat ion au 3,3 ′ -

diaminobenzidine tetrahydrochloride)  et  les coupes sont  contre -marquées avec de l’hematoxylin.  Les cordons 

test iculaires et  le t issu interst i t iel sont  délimités pour les lignées pointi llées.  Échelle  : 20 lm. 

 

 L’extraction de l’ARN et séquençage 

L’ARN total a été extrait des échantillons grâce au kit RNeasy mini de Kiagen, quantifié par 

le spectrophotomètre NanoDrop™ 8000 (Thermo Scientific) et sa qualité évaluée par le 2100 

Electrophoresis Bioanalyzer (Agilent). Les librairies préparées sont adaptées pour conserver 

l’information du sens de transcription (brin spécifique), et les ARN polyadénylés sont sélectionnés 

avant la fragmentation. Les fragments d’ARN ont été ensuite retro-transcrit afin d’obtenir les ADNc 

pour le séquençage. Ceux-ci ont été liés aux adaptateurs grâce à la T4 DNA Ligase, puis ont subis 
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une amplification par PCR (30 sec à 98°C; [10 sec à 98°C, 30 sec à 60°C, 30 sec à 72°C] x 12 cycles; 

5 min à 72°C). Les amorces de PCR en excès ont été éliminées grâce au AMPure XP beads 

(Agencourt Biosciences Corporation). La qualité des librairies ainsi préparées a été évaluée par le 

2100 Electrophoresis Bioanalyzer (Agilent). Elles ont ensuite été appliquées sur le support de 

séquençage (flowcell) à une concentration de 7pM et séquencées par l’Illumina HiSeq 2500 à partir 

d’une seule extrémité (single-end), générant des lectures de 50 pb. L’analyse d’image et la capture 

du signal ont été effectuées par RTA 1.17.20 and CASAVA 1.8.2. 

 Les analyses bio-informatiques 

 L’alignement et quantification 

Suite au séquençage, les lectures de chaque échantillon ont été alignées sur le génome 

humain (hg38) grâce à l’outil STAR (Dobin et al., 2013) en utilisant le transcriptome de référence 

RefSeq (fichier gtf téléchargé en aout 2017) (Pruitt et al., 2014). Une première étape d’alignement 

sur le transcriptome de référence a permis de définir un ensemble de nouvelles jonctions exoniques, 

lesquelles seront fournies à l’outil lors d’un deuxième alignement sur le génome. Cela permet 

d’optimiser la qualité des résultats. Aucune étape de reconstruction des transcrits n’a été effectuée 

sur ces données. StringTie a été utilisé pour la quantification des gènes dans chacun des échantillons 

(Pertea et al., 2015) (version 1.3.3) et fournis des abondances en RPKM (Reads per kilo base per 

million). La médiane de l’expression au sein des réplicats biologiques a permis de définir 

l’abondance de chaque gène dans les deux conditions testées (échantillons traités vs échantillons 

contrôles). 

 La filtration et analyse de l’expression différentielle 

Un seuil d’expression de 0,5 FPKM est utilisé pour sélectionner les gènes qui sont exprimés 

dans au moins un échantillon (contrôle ou traité) pour chacun des projets. Ensuite, les gènes 

présentant un ratio d’au moins 1,5 entre l’expression dans le le testicule exposé et celle dans le 

testicule contrôle sont considérés comme différentiellement exprimés. Enfin, les échantillons étant 

appariés (chaque testicule provenant d’un même individu a été fragmenté en plusieurs explants 

utilisés dans chaque condition (contrôle et traité), un t-test est appliqué pour évaluer la significativité 

de la variation de l’expression observée. La p-value est ensuite ajustée par la méthode de Benjamini-

Hochberg et un seuil de ≤ 0,1 est appliqué afin de discriminer les gènes dont l’expression est 

significativement modifiée. 
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 Les analyses fonctionnelles 

L’enrichissement en termes GeneOntology dans chaque groupe est évalué par une loi 

hypergéométrique dans AMEN (Chalmel and Primig, 2008), et considéré comme significatif lorsque 

la p-value (ajustée par la méthode de Benjamini-Hochberg) est inférieure à 5 %. Cela permet 

d’évaluer si un nombre significatif de gènes impliqués dans un même processus (désigné par un 

terme GO) sont surreprésentés dans un groupe donné, au regard du nombre de gènes connus 

participant à ce processus. Le package KEGGprofile (Shilin et al., 2014) implémenté dans R a été 

utilisé afin d’évaluer l’enrichissement de voies métaboliques au sein des gènes sur- ou sous-exprimés 

après exposition à l’ibuprofène ou au chlordécone. La loi hypergéométrique est également utilisée, 

et les termes KEGG avec une p-value ajustée inférieure ou égale à 5 % sont considérés comme 

significativement enrichis. Enfin, une méthode similaire d’évaluation de l’enrichissement de ces 

gènes par une loi hypergéométrique est également utilisée pour évaluer la sur-représentation des 

gènes différentiellement exprimés au sein des groupes de gènes définis dans le projet de l’« Étude 

transcriptomique de la différenciation et du développement des gonades fœtales humaines ». Pour 

rappel, ces groupes sont définis par un partitionnement sur la base de leur profil d’expression pendant 

le développement du testicule et de l’ovaire fœtal humain. 

3.3. Résultats 

 Séquençage et alignement sur le génome humain  

Une moyenne de 64 888 917 de lectures ont été séquencées au sein des échantillons de 8 SD 

contrôles et exposés à l’ibuprofène, dont 79,7 % sont alignées une seule fois sur le génome humain 

(hg38). Dans l’étude du chlordécone, 60 423 941 lectures sont séquencées en moyenne dans les 

échantillons contrôles et traités, dont 65,1 % sont alignées une seule fois sur le génome humain 

(Figure 26). 
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 Résultats du séquençage et de l’alignement sur le génome humain (hg38) 

 

 

 Quantification et filtration statistique 

La quantification des gènes et la filtration statistique ont permis de définir la signature 

toxicogénomique de chaque composé dans le testicule fœtal humain (Figure 27). D’une part, 

l’exposition à l’ibuprofène induit l’expression différentielle de 1359 gènes, dont 1048 sont sous-

exprimés, et 311 sont sur-exprimés. D’autre part, le chlordécone induit une altération de l’expression 

de 3948 gènes, dont 2599 sont sous-exprimés, et 1349 sont sur-exprimés. 
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 Résultats de la quantification des gènes et de la filtration statistique.  

Le tableau présente le nombre de gènes détectés dans chaque échanti llon (> 0 RPKM)  (FT_8.2 : test icule fœta l 

agé de 8SD et  2 jours,  voir Matériel et  Méthodes) ,  puis le nombre de gènes sélect ionnés à  chaque étape de la 

fi lt rat ion des données  issues  de l’étude de l’ibuprofène (bleu) et  du chlordécone (violet) .  Les f lèches 

descendantes bleues symbolisent  les gènes sous -exprimés,  les  flèches ascendantes rouges symbolisent  les gènes  

sur-exprimés.  

 La signature toxicogénomique de l’ibuprofène 

La dose de 10-5 M est une dose non cytotoxique pour le testicule fœtal humain (Figure 24B), 

l’exposition de l’organe à cette dose n’entraîne donc pas de variabilité dans la proportion de chaque 

population cellulaire. De fait, la variation d’expression des gènes résulte bien d’un effet 

transcriptionnel au sein de cellules et non d’une altération du tissu. Aucun marqueur spécifique du 

développement des gonades n’est surexprimé, et aucune voie KEGG n’est sur-représentée dans ce 

groupe. 

Au regard des gènes sous-exprimés, l’activité de plusieurs populations cellulaires semble 

être perturbée (Figure 28B). Tout d’abord, le gène NR5A1(SF1), marqueur des cellules de Leydig 

différenciées, est sous-exprimé après exposition du testicule fœtal à l’ibuprofène. Ensuite, le gène 

DHCR7, responsable de la dernière étape de la production du cholestérol, présente également une 

expression altérée. De fait, la production du premier substrat nécessaire à la stéroïdogenèse semble 

être inhibée. 
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 Présentation des groupes de gènes sur- ou sous exprimés dans le testicule fœtal après 

exposition à l’ibuprofène. 

(A) Heatmap représentant  l’expression de chaque gène dans les six échanti llons.  Chaque ligne correspond à un 

gène,  chaque colonne à un échanti llon.  L’expression de chaque gène est  stand ardisée,  le rouge représentant  une 

forte expression,  le bleu représentant  une faible expression.  (B) Gènes marqueurs des différentes populat ions 

cel lu laires du test icule fœtal.  (C) Résultats des enrichissements en voie KEGG des groupes de gènes sous - et  

surexprimés.  
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Au niveau de la machinerie responsable de la production de testostérone, le gène CYP17A1 est sous-

exprimé suite à l’exposition à l’ibuprofène, ceci pouvant expliquer la baisse de la production de 

testostérone. Au sein des cellules de Leydig, on remarque également que l’INSL3 est sous-exprimée. 

Cette hormone peptidique étant responsable de la première phase de la descente testiculaire dans 

l’abdomen, ce qui supporte l’hypothèse que l’exposition à l’ibuprofène pourrait être en lien avec une 

incidence élevée de la cryptorchidie (Kristensen et al., 2011). On retrouve également une altération 

de l’expression de SRY et de SOX9, marqueurs clés des cellules de Sertoli. L’activité des cellules 

germinales semble également être particulièrement affectée par l’ibuprofène, au vu du nombre de 

marqueurs dont l’expression est diminuée (Figure 28)  

Les calculs d’enrichissement en voies KEGG et en termes GeneOntology permettent 

d’appréhender les processus biologiques affectés par l’exposition. Les résultats sont cohérents avec 

ce que les marqueurs affectés laissaient présager (Figure 28C). D’une part, la biosynthèse des 

stéroïdes (steroid biosynthesis) est significativement représentée parmi les gènes sous-exprimés. 

Bien que l’on mesure les effets de l’ibuprofène sur du testicule fœtal, les gènes associés à la méiose 

des ovocytes sont également surreprésentés. Cela peut être expliqué par le nombre de marqueurs 

germinaux affectés. Considérant les processus biologiques, l’activité mitotique des cellules du 

testicule exposé semble être altérée, au vu du nombre significatif de gènes impliqués et sous-

exprimés. Considérant la dynamique de ces gènes pendant le développement des gonades fœtales 

humaines, les gènes sous-exprimés après exposition à l’ibuprofène sont sur-représentés (p-value : 

0.011) dans le groupe P2 SDG, comprenant des gènes présentant un pic d’expression vers la 7ième SD 

dans le testicule, associé à la différenciation des cellules de Sertoli. 

 La signature toxico-génomique du chlordécone  

 Il a été démontré que la dose EC50 (1,66 x 10-5M) du chlordécone n’induit pas de cytotoxicité dans 

les cultures organotypiques des testicules fœtaux humains (Figure 25), donc la variation d’expression 

des gènes provient bien de modifications transcriptionnelles au sein de cellules et non d’une altération 

du tissu. 

D’une part, de nombreux marqueurs de populations cellulaires des gonades au sein des gènes 

présentant une expression diminuée. Tout d’abord, seul le gène HSD17B3, impliqué dans la 

stéroïdogenèse, apparaît comme sous-exprimé. De nombreux gènes marqueurs des cellules de Sertoli 

sont également altérés, comme SOX9, AMH, DHH et WT1 (Figure 29B). Cela est concordant avec 

la sur-représentation des gènes sous-exprimés dans le groupe P2 SDG du projet présenté 

précédemment 
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(p-value : 4.6e-08), associé à la différenciation des cellules de Sertoli. De nombreux gènes germinaux 

présentent également une expression altérée. Cependant, contrairement à l’ibuprofène, aucune voie 

KEGG sur-représenté par les gènes sur- ou sous-exprimés n’est en lien avec un processus particulier 

du développement testiculaire (Figure 29C).   

 

 Présentation des groupes de gènes sur- ou sous exprimés dans le testicule fœtal 

après exposition au chlordécone. 

(A) Heatmap représentant  l’expression de chaque gène dans les six échanti llons.  Chaque ligne correspond à un 

gène,  chaque colonne à un échanti llon.  L’expression de chaque gène est  standardisée,  le rouge re présentant  une 

forte expression,  le bleu représentant  une faible expression.  (B) Gènes marqueurs des différentes populat ions 

cel lu laires du test icule fœtal.  (C) Résultats des enrichissements en voie KEGG des groupes de gènes sous - et  

surexprimés.  
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 La comparaison des effets transcriptionnels des deux 

substances 

L’ibuprofène et le chlordécone sont deux substances suspectées d’être des perturbateurs 

endocriniens (PE), et induisent une altération du niveau de production de la testostérone par les 

testicules fœtaux humains. Les PE ont une large diversité de mécanismes d’action, et la comparaison 

des altérations transcriptionnelles provoquées par les deux composés peut mettre en évidence les 

similarités et différences de leurs modes de perturbation. 

Les signatures toxicogénomiques des deux substances partagent de nombreux gènes 

différentiellement exprimés en commun. Le chevauchement de 377 gènes sous-exprimés communs 

et de 49 gènes sur-exprimés communs apparaissent comme significatifs par rapport au nombre total 

de gènes (p-value < 0.05). Au vu des marqueurs dont l’expression est altérée par les deux substances 

(présentés précédemment), les mêmes types cellulaires semblent être affectés par l’ibuprofène et le 

chlordécone.  

 

 Diagramme de Venn représentant les gènes communs aux deux signatures 

toxicogénomiques de l’ibuprofène (Ibu) et du chlordécone (Chl) dans le testicule fœtal 

humain. 

Les gènes sur-exprimés sont  symbolisés par les f lèches ascendantes rouges.  Les gènes sous -exprimés sont  

symbolisés par les  f lèches  descendantes bleues.  Les p -values représentent  la  significat ivi té des chevauchements 

entre les groupes de gènes différentiel lement exprimés,  calcu lée par une loi  hypergéométrique.  
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3.4. Discussion et perspectives 

Les résultats obtenus suite à l’exposition du testicule fœtal à l’ibuprofène sont relativement 

cohérents avec les résultats obtenus précédemment dans l’équipe (Ben Maamar et al., 2017). Cette 

étude toxicologique a permis de démontrer la diminution de la production de testostérone suite à 

l’exposition et l’évaluation de l’expression de certains gènes par qPCR avait permis d’apprécier les 

mécanismes d’action en jeu. 

Au niveau de la machinerie de la stéroïdogenèse, les gènes CYP11A1, CYP17A1, HSD17B3 

présentaient une diminution de leur expression, alors que seul CYP17A1 est sous-exprimé dans nos 

résultats. En ce qui concerne les cellules de Sertoli, cette étude avait démontré que la production 

d’AMH était réduite. Le gène de l’AMH est connu pour être une des cibles directes de SOX9, mais 

bien que le facteur de transcription ai été détécté comme sous-exprimé dans nos résultats, son gène 

cible ne présentait pas d’expression différencielle significative. De la même manière que CYP11A1 

et HSD17B3, la figure 31 montre que la valeur d’expression médiane de l’AMH dans les testicules 

exposés est bien inférieure à celle des contrôles. La variabilité trop importante entre les réplicats 

biologiques n’a pas permis d’aboutir à une significativité de l’expression différentielle entre contrôle 

et traité par le t-test. Cela pointe l’un des problèmes principaux posés par l’étude des tissus humains : 

la variabilité inter-individuelle. De fait, il semble nécessaire d’utiliser davantage de réplicats 

biologiques pour obtenir une signature toxico-génomique robuste.  

 

 Expression de 

CYP11A1, CYP17A1, 

HSD17B3, et de l’AMH. 

La représentat ion en « boites à 

moustaches  » permet de visualiser la  

médiane des valeurs d’expression  

(ligne en gras) et  les valeurs  extrèmes.  

L’abondance est  exprimées en RPKM.  

 

 

 

 

 

Ainsi, pour les deux études de toxicogénomique, il est apparu que les protocoles 

expérimentaux incluaient des biais importants qui induisaient une variabilité trop importante au sein 

des échantillons. D’une part, il est possible que la division des testicules en morceaux égaux induise 
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des proportions inégales des populations cellulaires au sein de chaque explant. D’autre part, chaque 

population cellulaire possède sa propre sensibilité à la toxicité induite par un composé donné, mais 

il est également possible que les cellules répondent de manière hétérogène au sein d’un même type 

cellulaire. En effet, nous étudions ici l’altération d’organes humains en développement, ce qui induit 

donc que des populations sont en cours de différenciation et de développement asynchrone. De fait, 

il serait nécessaire d’augmenter significativement le nombre de réplicats biologiques pour une étude 

aussi sensible des mécanismes d’altération induits par des perturbateurs endocriniens suspectés. 

Les résultats présentés ici sont préliminaires et l’analyse des voies transcriptionnelles 

affectées par l’ibuprofène et le chlordécone demande encore à être approfondie. Cependant, les points 

communs entre les effets des deux substances peuvent soulever une hypothèse sur leur mode 

d’action. D’une part, ce sont les deux seules substances provoquant une perturbation assez importante 

sur l’expression des gènes testiculaires pour induire une signature toxicogénomique significative 

malgré les biais de variabilité inter-individuelle énoncés précédemment. Ensuite, les testicules 

fœtaux exposés aux deux substances ont environ trois semaines de développement de différences, 

les processus de différenciation et de développement ne sont pas les mêmes à ces stades de 

développement. Cependant, le chevauchement entre les gènes sous-exprimés suite à l’exposition 

apparaît comme significatif et ces deux groupes de gènes sont sur-représentés dans le groupe de 

gènes associés à la différenciation des cellules de Sertoli. L’effet de l’ibuprofène sur les cellules de 

Sertoli était apparu comme un mécanisme de perturbation inédit dans l’étude toxicologique effectuée 

dans l’équipe (Ben Maamar et al., 2017). Cependant, il semble que les deux molécules induisant une 

forte perturbation du transcriptome du testicule fœtal –indépendamment de son âge- altèrent toutes 

les deux l’activité des cellules de Sertoli. Considérant le rôle central de cette population cellulaire 

dans le développement testiculaire et dans le support de la stéroïdogenèse (voir « Cellules de 

Sertoli »), l’hypothèse peut être émise selon laquelle le mécanisme d’action primaire de l’ibuprofène 

et du chlordécone réside dans l’altération des cellules de Sertoli, déclenchant en conséquence une 

cascade de perturbations pour l’ensemble du testicule en développement, cellules de Leydig et 

cellules germinales comprises. Ces résultats sont préliminaires, et méritent de plus amples 

investigations et validations.  

 

Bien que ces deux études toxicogénomiques des 11 substances testées n’aient pas eu les 

résultats escomptés, cela a permis d’adapter les protocoles de transcriptomique aux limitations 

techniques de la toxicologie et du travail sur tissu humain. Les études toxicologiques menées par 

notre équipe incluent souvent un nombre conséquent de réplicats biologiques pour tester l’effet de 

chaque substance sur la production de testostérone. Le matériel biologique étant rare et les procédures 
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de séquençage étant coûteuses, ces premières études de toxicogénomique ont été élaborées afin de 

trouver le meilleur compromis entre toutes les limitations rencontrées. Il apparaît maintenant évident 

que de tels projets requièrent bien plus de réplicats biologiques, afin de surpasser les variabilités 

inter-individuelles et obtenir des signatures toxicogénomiques robustes. Grâce au développement 

récent du DGE-seq, il est maintenant possible de quantifier l’expression des gènes aussi sensiblement 

que le RNA-seq mais à un prix réduit (environ 30 € le séquençage d’un échantillon) (voir « Le DGE-

seq »). De fait, il est possible de développer des protocoles plus adaptés à la toxicologie, comprenant 

davantage de réplicats. Le prochain projet de toxicogénomique mis en place dans l’équipe emploiera 

cette technologie afin d’observer l’effet du paracétamol à plusieurs doses, comparé aux effets 

d’autres composés (Ibuprofène, Aspirine, Diclofénac, Naproxène et Méfénamine) sur les ovaires 

fœtaux humains, comprenant au total 192 échantillons. 

Concernant la réponse hétérogène au sein d’une même population cellulaire, il serait 

opportun d’étudier la réponse transcriptionnelle à l’échelle de la cellule unique, grâce au scRNA-seq 

(voir «  RNA-seq à l’échelle de la cellule unique, scRNA-seq ») et ainsi évaluer l’hétérogénéité de 

réponse d’une même population cellulaire et identifier celles dont l’activité est altérée. 
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4. The Reprogenomic Viewer  

4.1. Introduction 

Grâce aux nouvelles technologies haut débit, les mécanismes moléculaires en jeu dans un 

tissu ou une cellule peuvent être précisément décryptés, tant au niveau génomique, épigénomique ou 

transcriptomique. Dans tous les domaines de la recherche, le partage des données permet de faciliter 

les collaborations, la transparence et la reproductibilité des résultats. Actuellement, les études 

travaillant à partir de données générées par un tiers peuvent avoir un impact aussi fort sur la 

communauté scientifique que les études travaillant à partir de données originales (Milham et al., 

2017). En pratique, les données -omiques représentent une source indispensable, rapide et fiable pour 

toute la communauté scientifique, travaillant sur un gène ou une voie particulière. Cependant, une 

analyse pertinente requiert des connaissances et des compétences bio-informatiques spécifiques, qui 

ne sont pas toujours disponibles au sein des équipes de recherche. 

Comme décrit dans l’introduction, de nombreuses bases de données généralistes existent, 

agrégeant les connaissances sur la séquence des gènes, leurs annotations, les transcrits et protéines 

codés, et il existe également des espaces de dépôts de données haut-débit générées par diverses 

technologies (voir « Les banques de données généralistes »). Certaines bases de données sont 

spécialisées dans la reproduction, mais aucune n’est adaptée aux données de séquençage (voir « Les 

banques de données dédiées à la reproduction »). Or, ces informations hétérogènes et 

complémentaires (transcriptomique, épigénomique, cistromique) ne sont pas facilement accessibles 

pour les membres de notre communauté. C’est dans ce contexte, mon équipe d’accueil a développé 

The ReproGenomics Viewer (ou RGV) afin de faciliter l’accès à ces données. RGV est une base de 

données multi- et inter-espèce qui héberge de nombreuses études « omiques », centrées sur la 

thématique de la reproduction, et son navigateur de génome permet une visualisation rapide des 

résultats (Darde et al., 2015). La conversion des données entre les espèces utilise les résultats des 

alignements des génomes entre eux afin de déterminer les régions génomiques conservées, 

permettant ainsi de visualiser et de comparer les résultats obtenus chez différents organismes. 

4.2. Objectifs 

Afin d’approcher toujours plus d’exhaustivité dans le contenu de RGV, les objectifs de cette 

seconde version étaient d’optimiser les protocoles pour une intégration facilitée de nouvelles études, 

d’uniformiser les analyses des données pour les rendre plus comparables, de développer des 

approches permettant l’analyse de données issues de nouvelles technologies (telles que celles ayant 

trait au single-cell RNA-seq) et de développer des outils pour une visualisation rapide et adaptée à 
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chaque type de données. Dans le cadre de ma thèse de doctorat, j’ai significativement contribué à la 

mise-à-jour de cette base. J’ai notamment pris en charge le recueil et l’annotation manuelle de 

l’ensemble des études génomiques (plus de 90) actuellement hébergées par le site.  
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4.3. Résultats 

 Description de la première version de RGV 

La première version de RGV intégrait une trentaine de projets principalement centrés sur 

l’étude la spermatogenèse et de la lignée germinale mâle par des approches de transcriptomique ou 

d’épigénomique. Les données correspondaient aux résultats des analyses fournies par les auteurs 

(format .bed), induisant donc un biais pour la comparaison des résultats entre les projets, notamment 

par les outils et les références utilisés pour l’identification et la quantification des différents 

phénomènes observés. De plus, l’information du sens des transcrits était perdue lors de l’intégration, 

ce qui empêchait de distinguer les gènes situés en antisens d’un gène connu. La procédure de 

conversion des données reposait sur les fichiers d’alignements entre les différentes versions d’un 

même génome et entre les génomes d’espèces différentes (fichiers .chain fournis par UCSC), 

permettant de convertir les coordonnées des régions génomiques entre les espèces. 

 La nouvelle stratégie d’intégration 

Dans cette nouvelle version de l’outil, les données brutes de séquençage ont été téléchargées 

à partir de la banque Sequence Read Archive (SRA, Leinonen et al., 2011). J’ai notamment contribué 

au développement d’une procédure automatisée permettant de télécharger automatiquement les 

données, de convertir les fichiers téléchargés, d’aligner les lectures sur le génome enfin de quantifier 

les gènes sur la base de ces alignements. Celle-ci s’adapte en fonction du type de données (RNA-

seq, ChIP-seq, scRNA-seq …) mais également en fonction du protocole de séquençage (single-end 

ou paired-end, brin spécifique ou non…). L’uniformisation totale du traitement des données de 

séquençage permet de standardiser la procédure pour toutes les études et ainsi de faciliter la 

comparaison entre les études. Par exemple, les études effectuées chez une même espèce seront 

alignées sur la même version de référence, ce qui homogénéise les résultats, indépendamment de 

l’année de publication. Contrairement à la stratégie initiale développée dans RGV, qui incluait la 

conversion des données vers les 13 autres génomes disponibles, coûteuses en temps et en ressources 

informatiques, les organismes modèles sont maintenant privilégiés. Ainsi, indépendamment de 

l’organisme étudié, toutes les données sont converties sur le génome humain, souris, poisson-zèbre 

et rat. 

 Les nouvelles études intégrées 

Aujourd’hui, plus de 79 études sont disponibles dans RGV et couvrent un large spectre de 

données « omiques » (transcriptomique, génomique, cistromique et épigénomique) relatives à la 

reproduction (développement des gonades, spermatogenèse et l’ovogenèse) (voir Tableau II). Cela 
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représente environ 2500 échantillons de 9 organismes différents, répertoriés dans le tableau II. Parmi 

ces nouvelles études, cinq utilisent notamment du scRNA-seq afin de caractériser différents aspects 

de la reproduction à l’échelle de la cellule unique (voir «  

RNA-seq à l’échelle de la cellule unique, scRNA-seq »).  

 Les nouveaux outils de visualisation 

La visualisation grâce au navigateur de génome est toujours disponible et a été améliorée afin de 

fournir un accès toujours plus intuitif aux données. Deux nouveaux outils ont vu le jour permettant 

une visualisation quantitative de l’expression des gènes au sein des projets de transcriptomique. 

D’une part, le diagramme en violon (violin plot) permet de visualiser l’expression d’un gène à travers 

les échantillons d’une étude de manière rapide et intuitive ainsi que d’estimer la variabilité entre les 

réplicats. D’autre part, les projets de scRNA-seq ont également un outil dédié à la visualisation de 

leurs résultats. La représentation de données aussi complexes nécessite la réduction de leur 

dimensionnalité, par une approche communément utilisée par la communauté, le t-distributed 

Stochastic Neighbor Embedding approach (t-SNE) (Maaten and Hinton, 2008). Cela permet la 

représentation des échantillons (les cellules) en nuage de point (scatter plot). Plusieurs paramètres 

peuvent caractériser chaque cellule : son échantillon d’origine (duquel elle a été capturée), la partition 

à laquelle elle appartient (fournie par les auteurs suite à leurs propres analyses), ou le niveau 

d’expression d’un gène sélectionné par l’utilisateur. 

4.4. Discussion et Perspectives 

RGV est un outil de visualisation et de comparaison des études haut débit, mais n’a pas 

vocation à interpréter les résultats obtenus ou de faire des conjectures sur la conservation 

fonctionnelle des gènes entre les espèces. La procédure de conversion des données entre les espèces 

repose sur le principe de synténie des régions génomiques entre les génomes, mais ne présume pas 

de leur conservation de fonction. 

Il a été démontré que la source de l’annotation des génomes et transcriptomes, RefSeq, 

Ensembl ou UCSC, pouvait grandement influencer les résultats de l’analyse bio-informatique de 

RNA-seq (Frankish et al., 2015). Pour surpasser ce biais, l’approche utilisée dans notre équipe depuis 

l’initiation des projets de RNA-seq est de fusionner les annotations de différentes banques pour créer 

une référence non redondante d’annotation des transcrits. Cela permet de prendre en compte les 

résultats des différentes méthodes de curation des banques, et ainsi utiliser la majorité des 

connaissances actuelles en génomique. Une procédure automatisée a été mise en place pour 

télécharger les génomes, les indexer par les différents outils communément utilisés dans nos analyses 
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(STAR, Dobin et al., 2013; Cufflinks, Trapnell et al., 2012; StringTie, Pertea et al., 2015), télécharger 

les annotations de Ensembl, RefSeq et UCSC, et créer les fichiers non redondants qui seront utilisés 

dans RGV et autres projets de l’équipe (dont les deux projets présentés dans ce manuscrit). De plus, 

l’uniformisation des références utilisées pour l’analyse permet une comparaison plus pertinente des 

résultats obtenus dans une même espèce. En effet, même si les technologies évoluent, que de 

nouveaux jeux de données sont régulièrement générés, les données déjà disponibles peuvent toujours 

révéler de nouveaux phénomènes grâce à l’évolution de l’annotation des génomes. 

Les nouveaux outils de visualisation permettent un accès toujours plus facilité des utilisateurs 

aux données d’intérêt, que ce soit les échantillons ou la quantification des gènes qui les intéressent. 

En particulier, le scatter plot est particulièrement adapté aux nouvelles études de scRNA-seq, et 

produit une visualisation pertinente de tels jeux de données. Au vu de l’engouement de la 

communauté scientifique pour ces nouvelles technologies de séquençage, il est opportun d’adapter 

RGV et d’anticiper les besoins des chercheurs pour la visualisation pertinente de ces jeux de données 

complexes. L’intégration et l’analyse automatisée des futurs projets haut-débit permettront une mise 

à jour facilitée du contenu et ainsi rendre rapidement disponible les résultats des études les plus 

récentes à la communauté. À l’avenir, l’implémentation d’autres outils de visualisation viendra 

étoffer ceux déjà disponibles dans RGV, comme le heatmap, afin de faciliter toujours plus l’accès 

des données aux utilisateurs en fonction de leurs habitudes. 

Certaines technologies d’épigénomique utilisent le principe de la conversion sélective des 

cytosines déméthylés en uracil pour déterminer le profil de méthylation du génome entier, comme le 

Bisulfite-seq ou le RRBS (Li and Tollefsbol, 2011; Meissner et al., 2005). De fait, la mise en place 

de l’analyse automatisée de ces données requiert une attention particulière au niveau de 

l’optimisation du traitement et de l’analyse bio-informatique. En transcriptomique, les études de 

smallRNA-seq n’ont pas encore été intégrées. Cette technologie permet de séquencer les petits ARN 

(<200 nt) qui peuvent impliqués dans de nombreux processus de régulation au sein d’une cellule 

(voir « Les petits ARN non codants »). En reproduction, il a déjà était observé que les piRNA et 

miRNA ont un rôle important dans la spermatogenèse (Chen et al., 2017b; Yadav and Kotaja, 2014) 

et plus globalement lors de la différenciation de la lignée germinale (García-López et al., 2015; 

Girard et al., 2006; Watanabe et al., 2006). Une procédure particulière devra être développée pour 

l’analyse pertinente de telles données (Conesa et al., 2016). 

De même, l’une des perspectives pour l’intégration toujours plus exhaustive des études haut-

débit nécessitera une approche adaptée aux puces à ADN. Bien que ces technologies soient de moins 

en moins plébiscitées de nos jours, elles sont encore très utilisées en raison de leur fiabilité, leur 

robustesse et leur cout (humain) réduit. De fait, les puces sont particulièrement indiquées et utilisées 

en toxicogénomique, permettant l’analyse de nombreux échantillons, et donc des protocoles plus 
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larges et complexes (Bourdon-Lacombe et al., 2015). Elles sont utilisées dans des projets de grande 

envergure tels que DrugMatrix (Ganter et al., 2006), Open TG-GATES (Igarashi et al., 2015) et 

Connectivity Map (Lamb et al., 2006). Ces bases de données contiennent les réponses 

transcriptionnelles de milliers d’échantillons biologiques (en général, des organes de rat ou des 

lignées cellulaires), exposés à des milliers de composés chimiques à différentes doses et différents 

temps d’exposition. On peut notamment retrouver des tests effectués sur ovaire et testicule, soumis 

à de nombreux composés, y compris des perturbateurs endocriniens. D’une part, il faudra donc 

adapter les protocoles d’analyses et d’intégration de RGV à ces technologies, mais également les 

outils de visualisation. D’autre part, la curation manuelle qui permet d’homogénéiser les metadata 

(description des protocoles expérimentaux, i.e. nom des échantillons), au niveau des tissues, âges ou 

technologies, est un travail chronophage, mais est indispensable pour une navigation intuitive et 

facilitée des utilisateurs à travers la base de données RGV. Concernant la toxicogénomique, il faudra 

développer un autre vocabulaire contrôlé permettant de décrire de la manière la plus uniforme et 

pertinente les protocoles toxicologiques. Des metadata homogènes permettent une utilisation 

simplifiée et une recherche rapide et complète au sein des différents échantillons présents dans RGV, 

ce qui permet une meilleure utilisation au quotidien. 

Au même titre que la toxicogénomique, les susceptibilités génétiques et les mutations 

associées aux pathologies liées à la reproduction seront intégrées à RGV. Aujourd’hui, très peu de 

bases de données sont disponibles quant aux variations génétiques et nucléotidiques associées à des 

phénotypes ou pathologies. On recense actuellement des initiatives telles que ClinVar (Landrum et 

al., 2016) et GWAS Catalog (MacArthur et al., 2017), qui repose sur la soumission des données par 

les chercheurs, et qui restent donc limitées. Bien que le partage des données soit communément 

accepté dans de nombreux domaines de recherche, la recherche clinique reste l’une des dernières 

disciplines réticentes. À cause de la réglementation stricte sur les données de patients, les règles 

éthiques et le climat de grande compétitivité qui règne dans ce domaine, il est difficile d’accéder à 

de tels résultats, qui pourraient être également utiles à la recherche fondamentale et appliquée sur la 

reproduction. 
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Article PubMedID Sujet Technology Espèce Echantillons Nb 

d’éch 

The ENCODE 

consortium et al. 

2004, Science 

15499007 Analyse de tissu 

 

ChIP-Seq Souris Testicule 9 

RNA-Seq Souris Ovaire, Testicule 11 

Brykczynska et 

al. 2010, Nat. 

Struct. Mol. Biol. 

20473313 Spermatogenèse 

 

MNase-Seq Homme Spermatozoïdes 7 

Bernstein et al. 

2010, Nat. 

Biotechnol. 

20944595 Analyse de tissu 

 

 

 

 

ChIP-Seq Homme Ovaire 1 

DNase-

Hypersensitivity 

Homme Ovaire, Testicule 4 

MeDIP-Seq Rat Spermatozoïdes 1 

MRE-Seq Rat Spermatozoïdes 1 

RNA-Seq Homme Ovaire, Testicule 3 

Smagulova et al. 

2011, Nature 

21460839 Spermatogenèse 

 

ChIP-Seq Souris Foie, Testicule 18 

MNase-Seq Souris Testicule 2 

Cabili et al. 2011, 

Genes Dev. 

21890647 Analyse de tissu 

 

 

 

RNA-Seq Homme Cerveau, Foie, Placenta, Testicule, Foreskin 

fibroblast, Cellules HeLa, Fibroblaste primaire 

de poumon 

16 

Tan et al. 2011, 

Cell 

21925322 Spermatogenèse 

 

ChIP-Seq Homme Fibroblaste primaire de poumon 3 

ChIP-Seq Souris Spermatocytes, Spermatides ronds 6 

Brawand et al. 

2011, Nature 

22012392 Analyse de tissu 

 

RNA-Seq Poulet Cerveau, Cervelet, Cœur, Rein, Foie, Testicule 12 

Homme Cervelet, Cœur, Rein, Cortex frontal, Foie, 

Cortex préfrontal, Lobe temporal, Testicule 

18 

Macaque Cerveau, Cervelet, Cœur, Rein, Foie, Testicule 13 

Souris Cerveau, Cervelet, Cœur, Rein, Foie, Testicule 17 

Khil et al. 2012, 

Genome Res. 

22367190 Spermatogenèse 

 

ChIP-Seq Souris Testicule 11 

22454233 Analyse de tissu PolyA-Seq Chien Cerveau, Rein, Testicule 3 
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Derti et al. 2012, 

Genome Res. 

 Homme Cerveau, Rein, Foie, Muscle, Testicule, 

Universal Human Reference 

11 

Macaque Cerveau, Iléon, Rein, Foie, Testicule 5 

Souris Cerveau, Rein, Foie, Muscle, Testicule 5 

Rat Cerveau, Testicule 2 

Brick et al. 2012, 

Nature 

22660327 Spermatogenèse 

 

ChIP-Seq Souris Foie, Testicule 17 

Shen et al. 2012, 

Nature 

22763441 Analyse de tissu 

 

ChIP-Seq Souris Moelle osseuse, Cervelet, Cortex, Cœur, 

Intestin, Rein, Foie, Poumon, Bulbe Olfactif, 

Placenta, Rate, Testicule, Thymus, Fibroblastes 

embryonnaires, Cellules souches 

embryonnaires, Cerveau, Membres 

122 

RNA-Seq Souris Moelle osseuse, Cervelet, Cortex, Cœur, 

Intestin, Rein, Foie, Poumon, Bulbe Olfactif, 

Placenta, Rate, Testicule, Thymus, Fibroblastes 

embryonnaires, Cellules souches 

embryonnaires, Cerveau, Membres 

19 

Vourekas et al. 

2012, Nat. Struct. 

Mol. Biol. 

22842725 Spermatogenèse 

 

HITS-CLIP Souris Testicule 8 

RNA-Seq Souris Testicule, Spermatogonia, Spermatocytes 

pachytènes, Spermatides ronds, Spermatides 

allongées 

6 

Seisenberger et 

al. 2012, Mol. Cell 

23219530 CGP 

 

RNA-Seq Souris Cellules germinales primordiales 5 

Gkountela et al. 

2012, Nat. Cell 

Biol. 

23242216 CGP 

 

RNA-Seq Homme Cellules souches embryonnaires, Cellules 

germinales primordiales 

7 

Ng et al. 2013, 

Dev. Cell 

23352811 CGP 

 

ChIP-Seq Souris Cellules souches embryonnaires, Cellules 

germinales primordiales 

31 

Yokobayashi et 

al. 2013, Nature 

23486062 CGP 

 

 

RNA-Seq Souris Cellules germinales primordiales 3 

Li et al. 2013, 

Mol. Cell 

23523368 Spermatogenèse  CAGE Souris Testicule 2 

ChIP-Seq Poulet Testicule 3 
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Souris Testicule 4 

PAS-Seq Souris Testicule 1 

RNA-Seq Souris Testicule 14 

Jiang et al. 2013, 

Cell 

23663777 Développement 

 

MeDIP-Seq Poisson-

zèbre 

Embryon, Spermatozoïdes 5 

RNA-Seq Poisson-

zèbre 

Spermatozoïdes, Œuf, Embryon 4 

Gan et al. 2013, 

Nat Commun 

23759713 Spermatogenèse 

 

hMeDIP-Seq Souris Cellules de Sertoli, Spermatogonies type A, 

Spermatogonies type B, Spermatocytes 

leptotènes, Spermatocytes pachytènes, 

Spermatides ronds, Spermatides allongés, 

Spermatozoïdes 

10 

RNA-Seq Souris Cellules de Sertoli, Spermatogonies type A, 

Spermatogonies type B, Spermatocytes 

leptotènes, Spermatocytes pachytènes, 

Spermatides ronds, Spermatides allongés 

8 

Erkek et al. 2013, 

Nat. Struct. Mol. 

Biol. 

23770822 Spermatogenèse 

 

ChIP-Seq Souris Spermatides ronds, Spermatozoïdes 15 

MNase-Seq Souris Spermatozoïdes 3 

RNA-Seq Souris Spermatides ronds 2 

Soumillon et al. 

2013, Cell Rep 

23791531 Spermatogenèse,  

Analyse de tissu 

 

ChIP-Seq Souris Cerveau, Foie, Testicule, Spermatides, 

Spermatocytes 

5 

RNA-Seq Poulet Cerveau, Ovaire, Testicule 4 

Homme Cortex frontal, Ovaire, Testicule, Placenta 11 

Macacque Cerveau, Testicule 2 

Souris Cerveau, Foie, Ovaire, Testicule, Placenta, 

Cellules de Sertoli, Spermatogonies, 

Spermatocytes, Spermatides, Spermatozoïdes 

17 

Smagulova et al. 

2013, BMC 

Genomics 

23870400 Spermatogenèse 

 

 

ChIP-Seq Souris Testicule 9 

24043772 CGP, Spermatogenèse 

 

ChIP-Seq Souris Cellules germinales primordiales, 

Spermatocytes pachytènes, Spermatides ronds 

42 
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Lesch et al. 2013, 

Proc. Natl. Acad. 

Sci. U.S.A. 

RNA-Seq Souris Cellules germinales primordiales, 

Spermatocytes pachytènes, Spermatides ronds 

20 

Nielsen et al. 

2014, RNA 

24344320 Analyse de tissu 

 

RNA-Seq Homme Vessie, Cerveau, Seins, Colon, Cœur, Rein, 

Foie, Poumon, Muscle, Ovaire, Prostate, Peau 

12 

Margolin et al. 

2014, BMC 

Genomics 

24438502 Spermatogenèse 

 

ChIP-Seq Souris Testicule 4 

RNA-Seq Souris Testicule 8 

Necsulea et al. 

2014, Nature 

24463510 Analyse de tissu 

 

RNA-Seq Poulet Cerveau, Ovaire, Testicule 4 

Homme Cortex frontal, Ovaire, Testicule, Placenta 11 

Macaque Cerveau, Testicule 2 

Souris Cerveau, Ovaire, Testicule, Placenta 9 

Meikar et al. 

2014, RNA 

24554440 Spermatogenèse 

 

 

RNA-Seq Souris Testicule, Spermatides ronds 14 

Djureinovic et al. 

2014, Mol. Hum. 

Reprod. 

24598113 Analyse de tissu 

 

RNA-Seq Homme Tissu adipeux, Glandes surrénales, Appendice, 

Vessie, Moelle osseuse, Colon, Cortex, 

Duodenum, Endometrium, Œsophage, Cœur, 

Rein, Foie, Poumon, Ganglions lymphatiques, 

Ovaire, Pancreas, Placenta, Prostate, Glandes 

salivaires, Peau, petit intestin, Rate, Stomach, 

Testicule, thyroïde 

95 

Chalmel et al. 

2014, Biol. 

Reprod. 

24740603 Spermatogenèse 

 

RNA-Seq Rat Cellules de Sertoli, Spermatogonies, 

Spermatocytes pachytènes, Spermatides ronds 

8 

Wang et al. 2014, 

Cell 

24813617 Développement 

 

RNA-Seq Souris Ovocytes (metaphase II) 1 

Hammoud et al. 

2014, Cell Stem 

Cell 

24835570 Spermatogenèse, 

Spermatogonies 

 

ChIP-Seq Homme Spermatozoïdes 5 

Souris AGSC Kit, Spermatogonies, Spermatocytes, 

Spermatides, Spermatozoïdes 

21 

hMeDIP-Seq Souris AGSC Kit, Spermatocytes, Spermatides, 

Spermatozoïdes 

4 

MeDIP-Seq Souris Sang 1 
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Rat Sang, Cerveau, Spermatozoïdes 3 

MRE-Seq Souris Sang 1 

Rat Sang, Cerveau, Spermatozoïdes 3 

RNA-Seq Homme Spermatozoïdes 2 

Souris Spermatogonies, Spermatocytes, Spermatides, 

Spermatozoïdes 

13 

Molaro et al. 

2014,  Genes Dev. 

25030694 Spermatocytes, 

Développement 

 

 

RNA-Seq Souris Crête génitale, Embryon, Spermatocytes 5 

Chocu et al. 2014, 

Biol. Reprod. 

25210130 Spermatogenèse 

 

RNA-Seq Rat Cellules de Sertoli, Spermatogonies, 

Spermatocytes pachytènes, Spermatides ronds 

8 

Mu et al. 2014,  

Genes Dev. 

25228648 Spermatogenèse 

 

 

  

ChIP-Seq Souris Spermatocytes 7 

Yue et al. 2014, 

Nature 

25409824 Analyse de tissu 

 

ChIP-Seq Souris Testicule 9 

RNA-Seq Souris Ovaire, Testicule 11 

Korfanty et al. 

2014, Int. J. 

Biochem. Cell 

Biol. 

25450459 Spermatogenèse 

 

ChIP-Seq Souris Spermatocytes 9 

Bao et al. 2015, 

Development 

25503407 Cellules somatiques 

de la gonade 

 

RNA-Seq Souris Testicule 6 

Irie et al. 2015, 

Cell 

25543152 CGP 

 

 

RNA-Seq Homme Cellules souches embryonnaires, Cellules 

somatiques de la gonade, CPG-like, Cellules 

germinales primordiales, TCam-2 (lignée) 

16 

Reyes et al. 2015, 

Mol. Reprod. 

Dev. 

25560149 Ovogenèse 

 

 

RNA-Seq Taureau Vésicules germinales d’ovocytes, Ovocytes 

(metaphase II) 

6 

Hasegawa et al. 

2015, Dev. Cell 

25703348  ChIP-Seq Souris Cellules souches de spermatogonies, 

Spermatocytes pachytènes 

7 
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MNase-Seq Souris Cellules souches de spermatogonies, 

Spermatocytes pachytènes 

7 

RNA-Seq Souris Cellules souches de spermatogonies, 

Spermatocytes pachytènes, Spermatides ronds, 

Spermatogonies 

14 

Zimmermann et 

al. 2015, Mol. 

Endocrinol. 

25710594 Spermatogenèse, 

Développement 

gonadique, Cellules 

germinales de la 

gonade  

 

RNA-Seq Souris Cellules de Sertoli 16 

McClelland et al. 

2015, Biol. 

Reprod. 

25855264 Cellules germinales 

de la gonade  

RNA-Seq Souris Cellules de Leydig, Cellules de Sertoli, Cellules 

interstitielles 

9 

Goh et al. 2015,  

Genes Dev. 

25995188 Spermatogenèse 

 

RNA-Seq Souris Spermatocytes pachytènes, Spermatocytes 

secondaires, Spermatides ronds 

23 

Gkountela et al. 

2015, Cell 

26004067 CGP, Ovogenèse 

 

 

 

RNA-Seq Homme Cellules souches embryonnaires, Cellules 

germinales primordiales 

19 

Guo et al. 2015, 

Cell 

26046443 CGP 

 

RNA-Seq Homme Cellules germinales primordiales, Cellules 

somatiques de la gonade 

328 

Tang et al. 2015, 

Cell 

26046444 CGP 

 

RNA-Seq Homme Cellules souches embryonnaires, Cellules 

germinales primordiales, Cellules somatiques de 

la gonade, PGC-like 

1 

Sin et al. 2015, 

BMC Biol. 

26198001  ChIP-Seq Souris Cellules souches de spermatogonies, 

Spermatocytes pachytènes, Spermatides ronds 

29 

Kubo et al. 2015, 

BMC Genomics 

26290333 Spermatogonies 

 

RNA-Seq Souris Spermatogonies primaires, Pro-spermatogonies, 

Spermatogonies 

4 

Ayers et al. 2015, 

BMC Genomics 

26377738 Développement  RNA-Seq Poulet Embryon, Ovaire, Testicule 12 

Soh et al. 2015, 

PLoS Genet. 

26378784 Développement 

gonadique, 

Ovogenèse 

RNA-Seq Souris Tiers antérieur de l’ovaire, Ovaire, Tiers 

postérieur de l’ovaire, Testicule 

20 
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Gely-Pernot et al. 

2015, BMC 

Genomics 

26518232 Spermatogenèse 

 

ChIP-Seq Souris Testicule 6 

Hammoud et al. 

2015,  Genes Dev. 

26545815 Spermatogonies 

 

ChIP-Seq Souris Spermatogonies 6 

RNA-Seq Souris Spermatogonies 16 

Zhu et al. 2016, 

Sci Rep 

26753906 Spermatogenèse RNA-Seq Homme Cellules de Sertoli, Spermatogonies, Primary 

spermatocytes, Spermatides 

1 

da Cruz et al. 

2016, BMC 

Genomics 

27094866 Spermatogenèse RNA-Seq Souris Diploid testicular cells, Leptotene and zygotene 

spermatocytes, Spermatocytes pachytènes, 

Spermatides ronds 

4 

Goudarzi et al. 

2016, Mol. Cell 

27105113 Spermatogenèse ChIP-Seq Souris Spermatocytes, Spermatides ronds 10 

Li et al. 2016, Sci 

Rep 

27229484 Spermatogenèse, 

Développement 

gonadique 

 

RNA-Seq Cochon Testicule 12 

Lin et al. 2016, 

RNA Biol 

27560004 Spermatogenèse RNA-Seq Souris Spermatogonial stem cells, Spermatogonies 

type A, Spermatocytes preleptotène, 

Spermatocytes pachytènes, Spermatides ronds 

12 

Schuster et al. 

2016, Biol. 

Reprod. 

27628216 Spermatogenèse RNA-Seq Homme Spermatozoïdes 3 

Souris Sperm head, Spermatozoïdes 4 

Rat Spermatozoïdes 3 

von Meyenn et al. 

2016, Dev. Cell 

27728778 CGP 

 

RNA-Seq Homme Cellules souches embryonnaires, Epiblast-like, 

PGC-like 

11 

Souris Cellules souches embryonnaires, Epiblast-like, 

PGC-like 

12 

Mutoji et al. 

2016, Biol. 

Reprod. 

27733379 Spermatogonies 

 

ChIP-Seq Souris Spermatogonies 8 

RNA-Seq Souris Spermatogonies 9 

Guo et al. 2016, 

Cell Res. 

27824029 CGP 

 

RNA-Seq Homme Cœur, Cellules germinales primordiales 6 

Souris Cellules de l’épiblaste, Cellules germinales 

primordiales, Cellules somatiques de la gonade 

18 

scRNA-Seq Homme Cellules somatiques de la gonade, Cellules 

germinales primordiales 

14 
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Helsel et al. 2017, 

Development 

28087628 Spermatogonies 

 

RNA-Seq Souris Spermatogonial stem cells, Testicule 12 

Neuhaus et al. 

2017, Mol. Hum. 

Reprod. 

28093458 Spermatogonies 

 

RNA-Seq Homme Spermatogonies 2 

Zhang et al. 2017, 

PLoS ONE 

28291811 Spermatogenèse RNA-Seq Souris Testicule, Spermatozoïdes 6 

Naro et al. 2017, 

Dev. Cell 

28366282 Spermatogenèse RNA-Seq Souris Spermatocytes, Spermatides 5 

Li et al. 2017, 

Oncotarget 

28404936 Spermatogonies 

 

RNA-Seq Souris Ovogonial stem cells, Spermatogonial stem 

cells 

6 

JÃ©gou et al. 

2017, Mol. Biol. 

Evol. 

28444387 Spermatogenèse 

 

RNA-Seq Homme Cellules de Leydig, Peritubular cells, Cellules 

de Sertoli, Spermatocytes, Spermatides, 

Testicule 

12 

Li et al. 2017, Cell 

Stem Cell 

28457750 CGP 

 

scRNA-Seq Homme Cellules germinales primordiales 43 

Rahmoun et al. 

2017,  Nucleic 

Acids Res. 

28472341 Cellules somatiques 

de la gonade 

 

ChIP-Seq Taureau Testicule 3 

Souris Testicule 3 

RNA-Seq Souris Ovaire, Testicule 9 

Iwasaki et al. 

2017, Methods 

28552266 Spermatogenèse RNA-Seq Souris Testicule 2 

Hannigan et al. 

2017, Cell Rep 

28636946 Spermatogenèse HITS-CLIP Souris Testicule 3 

RNA-Seq Souris Testicule 4 

Jan et al. 2017, 

Development 

28935708 Spermatogenèse RNA-Seq Homme Spermatocytes pachytènes, Leptotene and 

zygotene spermatocytes, Spermatides ronds, 

Type A dark spermatogonia, Type A pale 

spermatogonia 

6 

Ramaswamy et 

al. 2017, Hum. 

Reprod. 

28938749 Spermatogonies, 

Spermatogenèse 

 

RNA-Seq Macacque Testicule 10 

Guo et al. 2017, 

Cell Stem Cell 

28985528 Spermatogonies ATAC-Seq Homme Spermatogonial stem cells, Cellules souches 

embryonnaires 

6 

RNA-Seq Homme Spermatogonial stem cells 18 
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scRNA-Seq Homme Spermatogonial stem cells 175 

Reyes et al. 2017, 

Hum. Reprod. 

29025019 Ovogenèse 

 

RNA-Seq Homme Vésicules germinales d’ovocytes, Ovocytes 

(metaphase II) 

20 

Chitwood et al. 

2017, Biol. 

Reprod. 

29025079 Ovogenèse, 

Développement, 

Embryogenèse 

 

 

RNA-Seq Macaque Vesicules germinales d’ovocytes, Metaphase I 

oocytes, Ovocytes (metaphase II), Embryo, 

Morula, Blastocyst 

22 

Wichman et al. 

2017, Biol. 

Reprod. 

29044429 Spermatogenèse RNA-Seq Souris Spermatogonies, Spermatocytes pachytènes, 

Spermatides ronds 

9 

Maezawa et al. 

2017,  Nucleic 

Acids Res. 

29126117 Spermatogenèse ATAC-Seq Souris Spermatogonies, Spermatocytes pachytènes, 

Spermatides ronds 

16 

Stévant et al. 

2018, Cell Rep 

29425512 Développement 

gonadique, Cellules 

somatiques de la 

gonade, 

Determination 

sexuelle 

 

scRNA-Seq Souris Cellules somatiques de la gonade 435 

Han et al. 2018, 

Cell 

29474909 Analyse de tissu 

 

Microwell-Seq Souris Ovaire, Testicule, Uterus, Placenta 10 

Skinner et al. 

2018,  Epigenetics 

Chromatin 

29482626  ChIP-Seq Rat Spermatozoïdes 12 

MeDIP-Seq Rat Spermatozoïdes 18 

Ben Maamar et 

al. 2018, Sci Rep 

29593303  ChIP-Seq Rat Spermatozoïdes 23 

Thibault-Sennett 

et al. 2018, 

Genetics 

29674518  ChIP-Seq Souris Spermatogonies GC-1, Testicule 19 

RNA-Seq Souris Testicule 5 

Lukassen et al. 

2018, Sci Rep 

29695820 Spermatogenèse 

 

scRNA-Seq Souris Testicule 2 

29732173  ChIP-Seq Rat Spermatozoïdes 12 



The Reprogenomic Viewer 
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Tableau II.Ensemble des études intégrées dans la nouvelle version de RGV.

Ben Maamar et 

al. 2018, Environ 

Epigenet 

MeDIP-Seq Rat Spermatozoïdes 18 

Winge et al. 2018, 

Cell Death Dis 

29789566  RNA-Seq Homme Testicule 22 

Zhang et al. 2018, 

Development 

29848638  RNA-Seq Souris Spermatides ronds 4 
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5. Revue de la littérature 
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6. Conclusion 

La différenciation des gonades fœtales humaines est un processus fin et complexe. À partir d’une 

gonade bipotentielle, des mécanismes de régulation transcriptionnelle permettent à l’organe de s’engager 

sur l’une des deux trajectoires antagonistes possibles, vers le testicule ou l’ovaire. Un grain de sable dans 

cette machinerie, comme une mutation non fonctionnelle d’un gène, peut provoquer des cas d’inversion 

du sexe, le sexe génétique ne correspondant plus au sexe phénotypique. À la suite de ce moment clé, de 

nombreux processus de différenciation et de développement cellulaires entrent en jeu afin de former le 

testicule et l’ovaire. Ces organes acquierront des spécificités dans leurs modes de production de gamètes 

et d’hormones, mais resteront indissociables quant à leur parfaite complémentarité pour la reproduction. 

Les travaux de mon équipe d’accueil s’attachent depuis plusieurs années à décrypter la 

physiologie du tractus urogénital des mammifères, comprenant les souris et les rats, et à évaluer les effets 

de perturbations induites par des produits chimiques ou des virus. Depuis 2012, l’équipe a reçu 

l’accréditation permettant l’accès aux produits d’avortements de l’Hôpital sud de Rennes, ce qui a permis 

des avancées notables sur l’étude des gonades fœtales humaines et leurs perturbations. 

Mon projet de thèse s’est réparti en trois principaux axes de recherche. Le premier a abordé la 

différenciation et le développement des testicules et ovaires fœtaux humains. Grâce à une technologie 

de transcriptomique haut-débit, le RNA-seq, j’ai pu décrire le programme transcriptionnel gouvernant 

les divers mécanismes de différenciation cellulaire ayant lieu entre la 6ième et la 17ième semaine de 

développement au sein des deux gonades. Le deuxième axe de ma thèse avait pour but de décrire les 

mécanismes d’action de différents composés suspectés d’être des perturbateurs endocriniens sur le 

testicule fœtal humain, toujours grâce au RNA-seq. Enfin, j’ai participé au développement d’une 

nouvelle version du ReproGenomic Viewer, un outil de visualisation inter-espèces de données issues de 

diverses technologies haut-débit.  

La première partie de cette thèse s’est donc attachée à décrypter le programme transcriptionnel 

qui permettra, à partir d’une gonade indifférenciée, de former des organes fonctionnels essentiels pour 

la perpétuation de l’espèce. L’étude longitudinale du développement du testicule et de l’ovaire est inédite 

en bien des aspects, considérant les tissus humains étudiés, la large fenêtre de 12 semaines de 

développement couverte (entre 6 et 17 SD) et la sensibilité de description au niveau moléculaire. 

Les résultats bruts du RNA-seq ont été raffinés afin de discriminer 35 194 transcrits exprimés 

dans nos échantillons, parmi lesquels des transcrits codant pour des protéines, des longs ARN non 

codants ainsi que des nouveaux gènes. Une approche intégrant des données de protéomique de gonades 
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fœtales humaines avec nos données de transcriptomique (« Proteomics informed by Transcriptomics ») 

m’a permis d’identifier certains peptides appartenant à la séquence protéique prédite de nos transcrits, 

ce qui a mis en évidence le caractère codant de certains gènes non-codants. Cette procédure a également 

permis de confirmer que les nouveaux gènes identifiés ne codaient pas pour des protéines. 

Après une filtration statistique, ces transcrits séquencés ont été définis comme « sexuellement 

dimorphique », c’est-à-dire qu’ils sont préférentiellement exprimés dans le testicule ou dans l’ovaire, ou 

« sexuellement non dimorphique », leur niveau d’expression variant au cours du développement de la 

gonade, de manière similaire dans les deux sexes. Une classification des gènes sur la base de leurs profils 

d’expression a permis de définir 20 groupes de gènes co-exprimés et une analyse fonctionnelle a permis 

d’associer chacun de ces groupes à certains processus biologiques. 

La suite de l’analyse des données que j’ai effectué s’est orientée vers la caractérisation des 

phénomènes les plus précoces de la différenciation du testicule et de l’ovaire, tentant de définir 

l’ensemble des gènes et transcrits impliqués dans la différenciation sexuelle ou dans la cascade 

d’évènements transcriptionnels subséquente. Parmi l’ensemble des gènes différentiellement exprimés à 

des stades précoces, certains d’entre eux présentent un profil similaire à celui de SRY, principal acteur 

de la différenciation testiculaire connu. De même, certains gènes présentaient une sur-expression dans 

l’ovaire dès la 6ième semain de développement. Depuis quelques années, le dogme selon lequel la 

différenciation ovarienne est une voie « par défaut » de la différenciation gonadique est constamment 

remis en cause, grâce à la découverte de gènes « anti-testicule » et « pro-ovarien », tel que NR2F2 

(COUPTF2) (Bashamboo et al., 2018; Zhao et al., 2017). De fait, le programme transcriptionnel femelle 

reste très mystérieux et globalement moins étudié que la trajectoire du transcriptome testiculaire. Certains 

nouveaux gènes ont également été décrits comme exprimés de manière très précoce dans le testicule et 

dans l’ovaire, et requièrent de plus amples investigations et validations. 

Dans l’optique d’intégrer nos données avec d’autres études haut-débit, j’ai également développé 

une méthode afin d’étudier la conservation du développement gonadique. Cette étude de corrélation des 

profils d’expression des gènes au cours du développement des gonades humaines et souris m’a permis 

d’apprécier le socle de gènes communs aux deux espèces, dont la fonction au sein du développement 

gonadique est potentiellement conservée. Les résultats obtenus nous encouragent à persévérer dans cette 

voie, en intégrant de nouvelles données de RNA-seq (Zhao et al., 2018). La souris reste l’un des modèles 

les mieux maitrisés pour étudier la biologie et la physiologie des mammifères. Le travail sur ces 

organismes possède de nombreux avantages : la parfaite maitrise du génome, de l’âge des échantillons, 

la possibilité d’effectuer des manipulations génétiques (Knock-out, Crisper-Cas9…) ou toxicologiques, 
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et la rapidité de la reproduction. Cette grande maitrise du modèle permet d’étudier de nombreux 

processus biologiques qu’il serait difficile d’observer dans les organes humains. Considérant cela, ma 

démarche s’inscrit dans une étude évolutive des processus de différenciation gonadique, afin de mettre 

en évidence les différences interespèces, mais également de mettre en exergue les similarités afin de 

donner plus de robustesse aux extrapolations entre les rongeurs et l’Homme. 

Enfin, l’exploitation des résultats de cette étude transcriptomique de grande envergure n’est pas 

terminée. En effet, elle figure comme une ressource riche pour l’étude des processus de différenciation 

plus tardifs, il faudra plusieurs années afin de pleinement l’exploiter. Considérant les limites techniques 

du travail sur des organes entiers, le projet de recherche de l’équipe s’est naturellement orienté vers une 

description à l’échelle de la cellule unique du développement gonadique par des approches de scRNA-

seq. La complémentarité de ces deux technologies va permettre des avancées toujours plus significatives 

dans la compréhension de la différenciation des gonades humaines. 

 

La seconde partie de cette thèse s’est attachée à décrire les mécanismes transcriptionnels altérés 

suite à l’exposition des testicules fœtaux humains à deux composés suspectés d’être des perturbateurs 

endocriniens, grâce au RNA-seq. Le protocole de culture organotypique de testicule et d’ovaire humains 

développé par mon équipe permet d’évaluer la toxicité des substances d’intérêt sur les populations 

cellulaires des gonades et l’impact sur la stéroïdogenèse. Les résultats préliminaires de deux études 

toxicogénomique d’envergure ont permis de mettre en évidence plusieurs points. D’une part, 

l’ibuprofène et le chlordécone sont deux composés induisant une baisse significative du niveau de 

production de testostérone ainsi qu’une forte perturbation du programme d’expression du testicule fœtal. 

Cela a permis souligner que, si la cellule de Sertoli a un rôle central dans la différenciation testiculaire, 

sécrétant des facteurs paracrines et hormonaux permettant de verrouiller la différenciation de la gonade 

vers son destin masculin, elle apparaît également comme une cible potentielle des deux substances 

testées. De fait, une perturbation de l’activité de cette clé de voute du développement testiculaire pourrait 

entraîner une cascade de conséquences délétères pour l’organe en développement. Les signatures 

toxicogénomiques de l’ibuprofène et du chlordécone demandent de plus amples investigations afin de 

décrypter leurs mécanismes d’action. Les résultats globaux de ces deux projets de toxicogénomiques ont 

également mis en évidence l’absolue nécessité d’augmenter le nombre de réplicats biologiques pour 

pallier à la variabilité inter-individuelle importante des organes fœtaux humains. En effet, 9 des 11 

substances testées n’ont pas engendré d’altération du transcriptome assez homogène entre les explants 

testiculaires pour pouvoir décrire une signature toxicogénomique robuste. Les technologies haut-débit 
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apparaissent toutes désignées pour enfin comprendre l’effet de notre environnement sur notre 

physiologie, mais les protocoles doivent être adaptés au travail sur du tissu humain. 

Dans la dernière partie de ma thèse, j’ai participé au développement d’une nouvelle version du 

Reprogenomic Viewer (Darde et al., 2015). L’une des préoccupations constantes de mon travail a été de 

tirer le meilleur parti des différentes technologies haut-débit et des études effectuées dans les autres 

laboratoires afin d’affiner ma compréhension des mécanismes en jeu dans la différenciation gonadique. 

Dans cette démarche d’intégration des connaissances générées dans le domaine, le recensement des 

études a permis de mettre en exergue la quantité impressionnante de données haut-débit générées dans 

le domaine de la reproduction et la diversité des projets développés. Cette nouvelle version du 

Reprogenomic Viewer a donc pour but de proposer un contenu aussi exhaustif que possible afin de 

fournir une ressource précieuse couvrant un large spectre de la recherche en reproduction. 

De manière plus personnelle, ce travail effectué au cours de ces trois dernières années m’a 

montré la grande complexité de la physiologie de la reproduction, sous différents aspects. D’une part, la 

différenciation des gonades fœtales, humaines ou d’autres espèces, est un processus issu de nombreuses 

adaptations évolutives, qui s’est diversifié à travers le règne animal. Ce processus fondamental pour la 

survie des espèces m’apparaît comme un mécanisme fascinant dont de nombreux mystères restent à 

découvrir. D’autre part, l’évolution des dogmes en biologie moléculaire et la découverte de nouvelles 

classes d’ARN laisse présager de nouveaux défis quant à notre compréhension des processus 

biologiques, impliquant de nouveaux systèmes de régulations. La bio-informatique est un domaine en 

constante mutation, conséquence des nombreux développements technologiques actuels. La 

complémentarité des nouvelles technologies et des approches plus classiques du travail en laboratoire 

permettra des avancées toujours plus grandes dans tous les domaines de la recherche.  

Considérant le contexte plus global de ma thèse, les formations interdisciplinaires dispensées par 

l’École des Hautes Études en Santé Publique (EHESP) sur l’évaluation des exposition des populations, 

l’épidémiologie et l’évaluation des risques m’ont permis d’apprécier la complémentarité du travail de 

chaque discipline dans le cadre plus large de la santé publique. La rencontre avec les autres doctorants 

faisant partie du réseau doctoral de l’EHESP m’a également permis de comprendre l’ampleur des défis 

actuels, de l’étude de la physiologie des Hommes, de l’interaction avec leur environnement, jusqu’à la 

mise en place de politiques de santé publique cohérentes avec les aspects scientifiques, éthiques et 

législatifs. Chaque domaine m’est apparu comme une pierre à l’édifice du mieux vivre. Les 

bouleversements environnementaux dont nous sommes témoins, comprenant les changements 
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climatiques, mais également la pollution environnementale croissante, des sols, des nappes phréatiques 

et plus généralement de la biosphère, nécessitent un effort collectif de tous les domaines de recherche. 
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Résumé 

Les organes centraux du tractus urogénital sont le testicule et l’ovaire, qui assurent la production 

de gamètes et d’hormones, et donc la fertilité de l’individu. Ces deux organes, parfaitement distincts et 

complémentaires, ont pour origine une gonade bipotentielle qui s’engagera vers une trajectoire de 

différenciation masculine ou féminine au cours de la vie fœtale. Les deux gonades vont par la suite subir 

plusieurs phases de différenciation et de développement de leurs populations cellulaires, afin d’acquérir 

leurs fonctions propres qui leur permettront d’assumer leur rôle à l’âge adulte. Depuis plus d’une quinzaine 

d’années, le concept de syndrome de dysgénésie testiculaire fait état d’un lien entre l’exposition du fœtus 

à des composés environnementaux et des anomalies du tractus urogénital. Bien que sujette à de vifs débats 

au sein de la communauté scientifique, cette hypothèse a attiré l’attention de la recherche sur les 

conséquences de l’exposition des mères aux xénobiotiques sur l’enfant à naître. 

La différenciation et le développement des gonades fœtales sont gouvernés par des programmes 

d’expression spécifiques de chaque sexe, dont de nombreuses zones d’ombres subsistent, notamment 

concernant la fraction non-codante exprimée par le génome humain. La première partie de cette thèse de 

doctorat présente, pour la première fois, le paysage transcriptionnel contrôlant ces processus complexes 

entre la 6ième et 17ième semaine de développement chez l’Homme. Grâce à l’avènement des technologies de 

transcriptomique, il est désormais possible d’identifier et d’observer l’expression des gènes de manière 

sensible et sans a priori. Le RNA-seq m’a donc permis de décrire de manière exhaustive la dynamique 

d’expression des gènes, pendant les stades précoces de la différenciation sexuelle, jusqu’aux phénomènes 

plus tardifs conduisant aux linéages des différentes populations cellulaires spécifiques du testicule et de 

l’ovaire. 

Dans une deuxième partie, mon travail de recherche s’est attaché à étudier l’impact de deux 

perturbateurs endocriniens suspectés, l’ibuprofène et le chlordécone, sur le programme d’expression du 

testicule fœtal humain. L’utilisation du RNA-seq m’a permis de définir et de comparer la signature 

toxicogénomique de chaque molécule afin de contribuer à la compréhension de leur mécanisme d’action 

et d’identifier les populations cellulaires affectées. 

Enfin, face à l’essor des technologies ultra-haut-débit dans les sciences de la vie, y compris dans 

les domaines de la reproduction, j’ai activement participé au déploiement d’une nouvelle version du 

Reprogenomic Viewer dans la dernière partie de ma thèse (http://rgv.genouest.org). Cet outil nternet a pour 

vocation de centraliser et de rendre accessibles les données de séquençage accumulées au sein de la 

communauté de la reproduction via des outils de visualisation intuitifs 

http://rgv.genouest.org/


 

 

 

 

 

Titre : Analyse par RNA-seq de la différenciation des gonades fœtales humaines   

et de son altération par des perturbateurs endocriniens. 
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Résumé :  
La différenciation et le développement des 

gonades fœtales sont gouvernés par des 
programmes d’expression spécifiques de 
chaque sexe, dont de nombreuses zones 
d’ombres subsistent, notamment concernant la 
fraction non-codante exprimée par le génome 
humain. La première partie de cette thèse de 
doctorat présente, pour la première fois, le 
paysage transcriptionnel contrôlant ces 
processus complexes entre la 6ième et 17ième 
semaine de développement chez l’Homme. 
Grâce à l’avènement des technologies de 
transcriptomique, il est désormais possible 
d’identifier et d’observer l’expression des gènes 
de manière sensible et sans a priori. Le RNA-
seq m’a donc permis de décrire de manière 
exhaustive la dynamique d’expression des 
gènes, pendant les stades précoces de la 
différenciation sexuelle, jusqu’aux phénomènes 
plus tardifs conduisant aux linéages des 
différentes populations cellulaires spécifiques du 
testicule et de l’ovaire. 

 
Dans une deuxième partie, mon travail de 

recherche s’est attaché à étudier l’impact de 
deux perturbateurs endocriniens suspectés, 
l’ibuprofène et le chlordécone, sur le programme 
d’expression du testicule fœtal humain. 
L’utilisation du RNA-seq m’a permis de définir et 
de comparer la signature toxicogénomique de 
chaque molécule afin de contribuer à la 
compréhension de leur mécanisme d’action et 
d’identifier les populations cellulaires affectées. 
Enfin, face à l’essor des technologies ultra-
haut-débit dans les sciences de la vie, y 
compris dans les domaines de la reproduction, 
j’ai activement participé au déploiement d’une 
nouvelle version du Reprogenomic Viewer, un 
outil internet ayant pour vocation de centraliser 
et de rendre accessibles les données de 
séquençage générées par la communauté de 
la reproduction via des outils de visualisation 
intuitifs. 

 

Title : Dynamics of the transcriptional landscape during human fetal gonad differentiation  
          and development and its alteration by endocrine disruptors. 

Keywords : Reproduction, Testis, Ovary, Transcriptomics, Endocrine disruptors 

Abstract : Fetal life is a crucial period for sexual 
reproduction when bipotential gonads 
differentiate into either a testis or an ovary. 
Gaining insights into the complex molecular 
events underlying this process is central to a 
better understanding of disorders of sexual 
development. The present work intends to 
improve the knowledge on molecular pathways 
at play during gonad development in humans 
using RNA-sequencing. This project particularly 
seeks to identify early transcriptional events that 
may play critical role in the regulatory network 
driving human sexual differentiation. 
To address this issue, we defined the 

transcriptional landscape of fetal human gonads 
by sequencing total RNA extracted from testes 
and ovaries between 6 and 17 gestational 
weeks.  
 
 

The dynamic of transcriptional landscape 
occurring during human fetal gonads 
development has been described and new 
genes and interesting candidates, including new 
genes, have been highlighted as potential key 
genes governing this biological process.  
The second interest of this work was the study 

of the impact of two endocrine disruptors, 
ibuprofene and chlordecone, on human fetal 
testis using RNA-seq. The transcriptional 
alteration induced by these compound in the 
gonad allowed a deeper understanding of their 
mechanisms of action of endocrine disruption. 
 

 




