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INTRODUCTION

L'orientation de la différenciation gonadique vers le sexe méle ou femelle est sous
le controle de deux grands types de détermination différents : génétique ou
environnemental. Dans le premier cas, le développement des gonades de I'embryon est
dirigé par un ou plusieurs geénes déterminants localisés sur I'un des deux chromosomes
sexuels. Ainsi, chez les mammiféres, la présence du chromosome Y est déterminante et
dirige le développement male. Contrairement a ces derniers, le dosage du chromosome X
joue un réle important dans la différenciation sexuelle chez la drosophile et le nématode
Caenorhabditis elegans : le rapport du nombre de chromosomes X sur le nombre
d'autosomes est le signal déterminant chez la drosophile. Chez le poulet, il est impossible
de trancher entre I’influence du dosage du chromosome Z ou la présence d’un déterminant
femelle sur le chromosome W a cause de la 1étalité embryonnaire précoce des animaux ZO
et ZZW.

Chez d’autres especes, ce n’est plus un mécanisme de type génétique qui contrdle la
détermination du sexe mais des facteurs environnementaux dont le plus étudié est la
température. Ce dernier mode de détermination a été bien décrit chez les reptiles ou la
température d’incubation des ceufs influence la différenciation sexuelle. Notre modele
Pleurodeles waltl présente un déterminisme geénétique du sexe de type ZZ/ZW ou le
chromosome W est le déterminant femelle. Néanmoins, ce déterminisme génétique du sexe
peut €tre modifi¢ par des facteurs environnementaux comme la température ou un
traitement par des hormones stéroides appliquées pendant une période critique du
développement.

Quelque soit le mode de détermination du sexe, les genes situés en amont de la
cascade génétique ont évolué rapidement alors que ceux qui sont plus en aval, impliqués
dans le processus de la différenciation sexuelle sont conservés entre les différentes especes.
Les principaux génes connus pour intervenir dans les différents événements, de la mise en
place des gonades a la détermination et différenciation sexuelle, ont été pour la plupart
décrits chez les mammiféres puisque 1’essentiel des travaux rapportés a été réalisé chez
I’homme et la souris. Au cours de cette introduction, nous développerons les principaux
génes impliqués dans ces différentes étapes en ne détaillant que ceux qui ont été analysés
au cours de ce travail de recherche. Dans la derniére partie, nous présenterons notre modele

d’étude, puis nous terminerons par la présentation des différents objectifs de cette étude.



Mise on place de fa gonade indifférencice

I) Mise en place de la gonade indifférenciée

La mise en place des gonades débute par 1’élaboration d’ébauches gonadiques, dites
bipotentielles car elles ont la possibilité de se différencier soit en testicule, soit en ovaire.
Les ébauches gonadiques sont alors constituées de trois éléments : les crétes génitales, les
cellules germinales primordiales et le blastéme mésonéphrétique (Fig.1).

Les crétes génitales se forment suite a 1’épaississement de 1’épithélium cceelomique
dorsal, au niveau de la surface ventro-médiane du mésonéphros. Simultanément, les
cellules germinales primordiales, d’origine extragonadique, migrent vers les crétes
génitales puis les colonisent. Un blastéme mésonéphrétique se met alors en place entre les
crétes génitales et le mésonéphros. L origine de ce blastéme est incertaine et fait 1’objet de
plusieurs théories.

De nombreux genes interviennent dans le processus de construction des gonades
indifférenciées. Ils ont pu étre mis en évidence grace a ’étude des malformations
gonadiques. Au cours de ce chapitre, les principaux génes jouant un role dans la mise en
place des gonades indifférenciées seront présentés et nous ne détaillerons que ceux qui ont

été recherchés et étudiés chez notre modele.

Epithélium cceelomique )

Blastéme mésonéphrétique > (,jritele
génita

Mésenchyme

-/

Cellules germinales primordiales

Figure 1 ;: Schéma d’une ¢bauche gonadique. La gonade indifférenciée est constituée d’un cortex
issu de la prolifération de 1’épithélium ccelomique qui est colonisé par les cellules germinales primordiales.
Au centre, la prolifération du blastéme mésonéphrétique donne naissance a la medulla. Cette derniére et le

cortex sont séparés par un mésenchyme d’origine mésonéphrétique (modifi¢ d’aprés Thibault C. et al., 1998).
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1) Controle de la migration des cellules germinales

Chez la souris, le géne White spotting codant un récepteur tyrosine kinase c-kit, le
geéne Steel codant un ligand pour c-kit et le géne TIAR codant une protéine de liaison a
I’ARN, contrdlent la migration et la prolifération des cellules germinales ainsi que la
colonisation des crétes génitales par ces derniéres. La mutation de I'un de ces génes

conduit & une diminution du nombre de cellules germinales au niveau des crétes génitales

(Keshet E. et al., 1991; Beck A.R. et al., 1998).

2) Construction précoce des structures urogénitales

Emx2 est un géne a homéobox qui est homologue au géne empty spiracles (ems) de
la drosophile. Chez la souris, Emx2 est exprimé dans le cerveau en développement
(Simeone A. et al., 1992) et le systétme urogénital au niveau des crétes génitales, des
canaux de Wolff et de Miiller, de I’épithélium du pronéphros et du mésonéphros (Pellegrini
M. et al, 1997). Ce géne joue un rdle essentiel dans la morphogenése du systéme
urogénital puisque la mutation homozygote Emx2” conduit & une absence compléte des
reins, gonades, uretéres et des voies génitales (Fig.2) (Miyamoto N. et al., 1997).

Lim1 est également impliqué précocement dans la formation des gonades et du rein
(Fig.2). Liml est un géne a homéobox qui code une protéine contenant en plus du domaine
de liaison a I’ADN, deux domaines en doigts de zinc LIM, impliqués dans les interactions
protéine-protéine. Ce géne a des fonctions a la fois au niveau du développement cérébral et
du systéme urogénital (Fujii T. et al., 1994). Chez la souris, au cours du développement
embryonnaire, Liml est exprimé dans les canaux mésonéphrétiques et le mésoderme
intermédiaire a partir duquel les gonades vont se former (Barnes J.D. et al., 1994). Une
délétion homozygote de ce géne chez des embryons de souris conduit & une absence de
reins et de gonades, et la plupart meurent in utero a 10 jpc (jours post-coitum) (Shawlot W.
et Behringer R.R., 1995).

Le géne Pax2 est, comme Liml, essentiel pour les phases précoces du
développement rénal mais il n’intervient pas dans la formation des gonades. C’est un
facteur de transcription, membre de la famille «paired-box», largement exprimé dans le
systéme urogénital au cours du développement. Les souris mutantes homozygotes Pax2”"
développent des gonades et des surrénales, cependant les reins et les canaux urogénitaux

sont absents (Torres M. et al., 1995).
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Créte génitale
Liml1
Emx2

M33

Lhx9 \
Sf1
Wil /

GATA-4 <& FOG-2

IR, IGFIR, IRR
Gonade bipotentielle

Figure 2 : Génes impliqués dans la mise en place de la gonade indifférenciée. Les
différentes interactions entre les génes sont représentées par des fléches pour une activation.
GATA-4 et son cofacteur FOG-2 sont reliés par une fleche. Les régulations du géne Sry (voir
chapitre suivant), directe ou indirecte, ainsi que son interaction avec la protéine WT1 in vitro sont

indiquées par des fléches en pointillés.
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Au cours du développement rénal, la forme WT1(-KTS) inhibe la transcription du
géne Pax2 par I’intermédiaire de trois sites de liaison situés dans son promoteur (Ryan G.
et al., 1995). Ainsi, dans les conditions normales, ’expression de Pax2 diminue
brutalement au moment de la différenciation de 1’épithélium tubulaire, alors que dans les
cellules de tumeurs de Wilm, mutée pour Wtl (voir plus loin), ’expression de Pax2 est
persistante dans les cellules épithéliales peu différenciées, induisant leur prolifération

(Dressler G.R. et Douglass E.C., 1992).

3) Wtl intervient dans I’organogénése du rein et de la gonade bipotentielle

Le géne Wtl (Wilms’ tumor suppressor gene wtl) a été cloné en 1990 chez
I’homme et sa localisation sur le chromosome 11 a suggéré son implication dans le
développement de la tumeur de Wilm (Call KM. et al, 1990). Cette tumeur rénale
embryonnaire est généralement associée a d’autres anomalies congénitales,
particulicrement dans trois types de syndromes (Little M. et Wells C., 1997). Le syndrome
de WAGR (Wilms’ tumor, Aniridia, Genitourinary abnormalities, mental Retardation), qui
est dii & une délétion du géne Wtl, est caractérisé par un retard mental, une aniridie et une
malformation urogénitale. Le syndrome de Denys Drash, traduit par une malformation
génitale, une sclérose rénale mésangiale et différents degrés d’inversion sexuelle, est causé
par une mutation du géne Wtl touchant la capacité de liaison de la protéine sur I’ADN.
Enfin, le syndrome de Frasier ol la mutation est localisée dans le site d’épissage
conduisant a la perte de la forme +KTS, se manifeste par une malformation génitale, une

inversion sexuelle et une sclérose focale glomérulaire sans développement de tumeur de

Wilm.

A) structure moléculaire

Le geéne code un facteur de transcription qui posséde 4 domaines a doigts de zinc
dans la partie C-terminale et un domaine de transactivation riche en glutamine et proline
dans la partie N-terminale (Call K.M. ef al., 1990). WT1 est une protéine nucléaire, deux
signaux de localisation nucléaire ont en effet été identifiés, le premier a ’intérieur du
premier doigt de zinc et le deuxiéme entre les doigts de zinc deux et trois (Bruening W. et
al., 1996). Grace a son domaine de transactivation, WT1 peut agir soit comme un
répresseur, soit comme un activateur transcriptionnel selon le contexte cellulaire. Dans la

partie N-terminale, la protéine comporte a la fois un domaine d’activation (acides aminés
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180-294) et un domaine de répression (acides aminés 84-179). Ces domaines régulateurs
fonctionnent indépendamment et les effets divergents de la protéine WT1 dépendent de la
présence et de la position des sites de liaison pour WT1 dans les éléments de réponse des
geénes cibles (Wang Z.Y. et al., 1993).

La région codante comprend 10 exons et chaque doigt de zinc est codé par un exon
différent (Fig.3). L’analyse fonctionnelle de ce gene est compliquée puisqu’il existe au
moins 24 isoformes de WTI. Notamment, deux évenements d’épissage alternatif
conduisent a quatre transcrits distincts (Haber D.A. et al., 1991). Le premier épissage
conduit a une insertion de 17 acides aminés qui compose I’exon 5 (Fig.3). Cette insertion
comprend au moins cinq sérines et une thréonine qui sont des sites potentiels de
phosphorylation. Le deuxiéme épissage alternatif conduit a I’insertion (WT1+KTS) ou a
I’absence (WTI1-KTS) de trois acides aminés : lysine, thréonine, sérine (KTS) entre le
troisieme et quatrieme doigt de zinc (Fig.3). L’insertion KTS modifie les propriétés de
liaison a I’ADN. La forme WT1(-KTS) est localisée dans le noyau associée aux facteurs de
transcription tandis que la forme WT1(+KTS) est préférentiellement associée aux facteurs
généraux d’épissage (Larsson S.H. et al., 1995). Ainsi, WT1 semble jouer a la fois un role
dans la régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle. Seule I’insertion KTS est
observée chez les vertébrés non mammaliens. L’insertion de I’exon 5 n’est constatée que

chez les mammiferes (Kent J. et al., 1995).

1" épissage 2 éme épissage
ATG alternatif alternatif TGA

v . y

1 —2'——3—4—.—6—7—8—9I~ 10

R e

er 2¢me 3eéme 4 éme

1
< »
<

A

v

Domaine de Doigts de Zinc
transactivation

Figure 3 : Structure génomique de Wtl. Les 10 exons sont représentés dans les cadres gris et sont
séparés par les introns (traits). Les deux cadres figurés en vert indiquent les deux insertions possibles dues
aux événements d’épissage alternatif. La protéine WT1 comporte 449 acides aminés chez ’homme, elle
posseéde quatre doigts de zinc (emplacement indiqué par des fleches) et un domaine de transactivation

(modifié, d’aprés Haber D.A. et al., 1991; Lee S.B. et Haber D.A., 2001).
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B) Réle de Wil

Wt1 semble participer a la construction de la gonade bipotentielle ou il est exprimé
tres tot au cours du développement embryonnaire. Chez la souris comme chez le poulet et
les reptiles, Wtl est tout d’abord exprimé dans le mésoderme intermédiaire (Armstrong
J.F. et al., 1993; Kent J. ef al., 1995). Ensuite, le messager est détecté dans les crétes
urogénitales, dérivées du mésoderme (Armstrong J.F. et al., 1993). Le role essentiel de
Wtl au cours du développement urogénital précoce a ét¢ démontré chez des souris
présentant des délétions homozygotes pour le géne Wtl. Cette inactivation conduit & un
phénotype sévére entrainant une létalité embryonnaire avec une absence de gonades, de
reins et de surrénales (Kreidberg J.A. et al., 1993). L’implication trés précoce de Wtl dans
la mise en place des gonades indifférenciées est conservée chez ’humain (Hanley N.A. et
al., 1999), le xénope (Semba K. et al., 1996), la tortue Trachemys scripta (Spotila L.D. et
al., 1998) et I’alligator (Western P.S. et al., 2000).

La fonction des isoformes +KTS et -KTS a pu étre analysée grace a la production
de souris knock-out n’exprimant que 1'une des deux formes (Hammes A. ef al., 2001).
Dans les deux cas, les souris meurent 24 heures aprés la naissance. Celles qui présentent
une mutation de la forme +KTS, représentent un modele du syndrome de Frasier. Chez ces
souris, le rein est non fonctionnel et elles se développent toutes en femelles quel que soit le
sexe génétique. Chez les souris dont la forme —KTS est absente, le rein ne se développe
pas, les gonades sont réduites en taille, avec une différenciation anormale des canaux
génitaux. Ainsi, la forme —KTS parait essentielle pour la prolifération cellulaire gonadique
tandis que la forme +KTS apparait étre impliquée dans la détermination sexuelle en
activant le développement méile (Hammes A. et al., 2001). Chez I’homme, le syndrome de
Frasier est caractérisé par la production de la forme -KTS uniquement. Ce défaut
d’épissage alternatif conduit & une surexpression du géne Dax-1 qui va interférer avec la
détermination méle et entrainer des inversions sexuelles (Kim J. ef al., 1999; Swain A. et
al., 1998).

Récemment, une interaction impliquant le domaine a doigts de zinc des protéines
WT1 (-KTS) et (+KTS) d’une part, et la boite HMG de SRY d’autre part a été décrite. Elle
semble induire I’activation de la transcription des génes dont les promoteurs contiennent
des sites de liaison pour SRY in vitro (Matsuzawa-Watanabe Y. et al, 2003).
Contrairement a la forme WT1(+KTS) qui nécessite des interactions protéine-protéine, la
forme WT1(-KTS) intervient comme un facteur de transcription et régule un certain

nombre de génes impliqués dans la détermination et la différenciation sexuelle.
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Notamment, pendant la construction de la gonade bipotentielle, I’initiation de ’expression
de Sfl nécessite WT1(-KTS) (Fig.2). En effet, quatre sites de liaisons pour la protéine ont
¢té localisés dans le promoteur de Sf1. De plus, I’expression de Sfl n’a pas lieu dans les

gonades de souris knock-out Wt1” (Wilhelm D. et Englert C., 2002).

4) Sf1 intervient dans la mise en place des tissus stéroidogéniques

La protéine SF1 (Steroidogenic Factor 1) a d’abord été identifiée par sa capacité a
reconnaitre les motifs des éléments de réponse conservés dans les régions promotrices des
enzymes stéroidogéniques (Lala D.S. et al., 1992). L’isolement de I’ADNc a partir d’une
banque de surrénale de souris a montré son appartenance a la famille des récepteurs
nucléaires et son homologie avec le geéne Ftzfl (fushi tarazu factor 1) de la drosophile,

cloné en 1990 (Ueda H. ef al., 1990). Chez I’homme, Sfl n’a été cloné qu’en 1996 (Wong
M. et al., 1996).

A) structure moléculaire

Le geéne Sfl code un récepteur nucléaire pour lequel on ne connait pas encore de
ligand clairement identifié¢, bien que les 25-, 26- ou 27- hydroxycholestérol aient un effet
sur ’activation transcriptionnelle de SF1 (Lala D.S. ef al., 1997). La protéine SF1 possede
les différents domaines fonctionnels communs aux membres de la famille des récepteurs
nucléaires (Fig.4). Dans la partic N-terminale, on trouve un domaine de liaison & I’ADN
avec deux doigts de zinc : le DBD (DNA Binding Domain). Le premier doigt de zinc
contient une P-box (proximal box) qui intervient dans la reconnaissance spécifique des
séquences des sites de liaison a I’ADN. A la suite du DBD, la boite A stabilise la liaison
monomérique de SF1. Elle est suivie par une région charniére, un domaine de liaison au
ligand (LBD : Ligand Binding Domain) et un domaine de transactivation AF2 dans la
partic C-terminale. La région charnicre et le domaine AF2 régulent Dactivité
transcriptionnelle de SF1. Pour ce faire, la région AF2 interagit avec des coactivateurs
connus comme SRC-1 (Steroid Receptor Coactivator-1) et CBP/p300 (cAMPc responsive
element Binding Protein) (Ito M. et al., 1998).

La fonction moléculaire des protéines Ftz-F1 a été retrouvée, notamment, dans les
régions DBD, LBD et AF2, chez des animaux aussi divergents que la drosophile et la
souris : la protéine Ftz-fl murine peut en effet restaurer le phénotype d’une drosophile

mutante pour otFtz-f1 (Yussa M. et al., 2001).
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Figure 4 : Structure de la protéine SF1. La taille de la protéine varie selon les espéces et compte
environ 460 acides aminés. Les différents domaines conservés sont représentés par des rectangles de couleurs
différentes : le domaine de liaison a I’ADN (DBD) est en vert, la boite A en jaune, les deux régions II et II1
en bleu et le domaine de transactivation AF2 en rose. Le domaine de liaison au ligand (LBD) situé dans la
partie C-terminale est indiqué par une fleche (modifié, d’aprés Achermann J.C. ef al., 2001; Ozisik G. et al.,
2003).

Le gene Sfl est localisé sur le chromosome 2 chez la souris et 9 chez ’homme
(Taketo M. et al., 1995). 1l contient 7 exons chez les mammifeéres de méme que chez le
poulet (Kudo T. et Sutou S., 1999). Plusieurs transcrits sont codés par le géne Sfl. En effet,
un deuxiéme homologue Fushi tarazu F1 a été isolé a partir de cellules de carcinome
embryonnaire : Embryonal Long Terminal repeat-binding protein (ELP). L’ADNc de ELP
est identique pour 1017 nucléotides avec I’ADNc de Sfl. L’homologie de séquence inclue
le DBD et les deux transcrits différent au niveau des extrémités 5’ et 3’. Ils ont pour
origine un geéne unique et leur différence est due a I'usage de promoteurs et d’exons

alternatifs (Ninomiya Y. et al., 1995; Ikeda Y. ef al., 1993).

B) Role de Sfl

Comme Wtl, Sfl joue d’abord un role essentiel dans la construction de la gonade
indifférenciée. Sfl est également détecté tres tot dans les crétes génitales au cours du
développement embryonnaire. Chez la souris, I’expression de Sfl apparait a 9 jpc, avant le
début de I’expression de Sry (voir chapitre suivant) (lkeda Y. et al., 1994). Cette
expression tres précoce est également retrouvée chez le rat, ’homme, le porc, le poulet et
la grenouille Rana rugosa (Hatano O. ef al., 1994; Hanley N.A. et al., 1999; Pilon N. et al.,
1998; Smith C.A. et al., 1999a; Kawano K. et al., 1998).

Le role crucial de Sfl dans la différenciation gonadique et la formation des tissus

stéroidogéniques primaires a été confirmé par I’inactivation de ce geéne. La délétion du
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géne Sfl chez la souris, entraine la mort 8 jours apres la naissance. Ces animaux ne
possedent pas de surrénales ni de gonades et les canaux de Miiller persistent chez les
individus males (Luo X. ef al., 1994). En fait, chez ces souris knock-out, le développement
gonadique est initié et la migration des cellules germinales se fait correctement. Cependant,
par la suite, les gonades régressent par apoptose démontrant que Sf1 est nécessaire pour le
maintien des cellules somatiques.

Chez I’homme, la premiére mutation du géne Sfl a été rapportée en 1999. Ce
patient présentait une inversion sexuelle XY avec des gonades a tubules séminiféres
immatures, une persistance des structures miilleriennes et ne possédait pas de surrénales
(Achermann J.C. ef al., 1999). Les analyses ont révélé¢ une mutation hétérozygote dans la
boite P-box du DBD empéchant ainsi la protéine SF1 de se lier & ’ADN et d’activer les
génes cibles. Ces résultats indiquent le role important de Sfl dans la différenciation
sexuelle et la stéroidogénése.

L’activation du géne Sf1 n’est pas uniquement sous le contrdle de Wtl (Fig.2). Le
géne Lhx9 semble aussi étre impliqué, un site de liaison pour LHX9 a en effet été identifié
dans le promoteur de Sfl (Wilhelm D. et Englert C., 2002). De plus, chez les souris Lhx9™
, Birk et al. (2000) ont montré que I’expression du géne Wtl n’était pas affectée tandis que
celle de Sf1 était réduite. Ainsi, la coopération entre Wtl et Lhx9 pourrait conduire a

I’activation compléte de Sfl.

5) Formation des crétes génitales

La prolifération des cellules a partir de I’épithélium ceelomique est un événement
important dans la formation des crétes génitales. La perte de fonction des génes intervenant
dans ce processus n’affecte que la gonade.

Lhx9 (LIM / Homeobox gene 9) code un facteur de transcription appartenant a la
famille des génes LIM. La protéine contient les mémes domaines que la protéine LIMI1.
Chez la souris, Lhx9 est exprimé assez tot dans les crétes urogénitales. Les souris knock-
out sont viables et, quel que soit le sexe génétique, les cellules somatiques des crétes
génitales ne proliférent pas et aucune gonade n’est formée bien que la migration des
cellules germinales soit normale (Birk O.S. ef al, 2000). De plus, en 1’absence de
testostérone et d’hormone antimiillerienne (AMH), les individus génétiquement maéles
différencient un tractus de type femelle. Dans les conditions normales, Lhx9 est exprimé
dans les cellules en prolifération de 1’épithélium coelomique dans les gonades males et

femelles chez la souris (Birk O.S. et al., 2000). Ces résultats sont comparables chez le rat
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(Mazaud S. et al., 2002) et le poulet (Oreal E. et al., 2002). Chez les méiles, 1’expression de
Lhx9 diminue lors de la différenciation des cellules de Sertoli tandis qu’elle est maintenue
a I’extérieur des tubes séminiferes (Birk O.S. et al., 2000; Oreal E. ef al., 2002; Mazaud S.
et al., 2002). Au cours de la différenciation femelle, Lhx9 n’est détecté que dans quelques
follicules apres 1’éclosion chez le poulet (Oreal E. et al., 2002). Chez le rat, Lhx9 est
présent durant le développement ovarien feetal mais disparait lors de la formation des
follicules (Mazaud S. et al., 2002).

Pour le moment, chez ’homme, aucune mutation du géne Lhx9 n’a pu étre mise en
évidence chez des patients 46 XY présentant une agénésic ou dysgénésie gonadique
(Ottolenghi C. et al., 2001).

Chez la souris, la mutation d’un autre géne M33 entraine un développement retardé
des crétes génitales : les gonades adultes ne sont pas totalement normales et les individus
XY présentent différents degrés d’inversion sexuelle (Katoh-Fukui Y. ef al., 1998). M33
est un géne murin homologue au géne Polycomb de la drosophile. Il contient une structure
particuliere : le chromodomaine, qui a la particularité de se lier aux histones. La déficience
de ce gene cause un retard de croissance gonadique qui se manifeste au méme moment que
I’expression du géne déterminant male Sry (voir chapitre suivant), suggérant que M33
induit I’inversion sexuelle en interférant avec les étapes qui surviennent en amont de Sry
(Katoh-Fukui Y. et al., 1998).

L’interaction entre la protéine GATA-4 et son cofacteur FOG-2 (Friend of GATA)
est importante au cours de la différenciation gonadique puisque le knock-out de ces génes
chez une souris XY empéche le développement des cordons testiculaires (Tevosian S.G. et
al., 2002). En fait, GATA-4 et le cofacteur FOG-2 sont des génes cruciaux qui agissent en
amont du geéne Sry. En effet, chez ces mutants, les génes Sfl et Wtl sont normalement
exprimés, alors que le niveau de transcrits Sry est diminué (Tevosian S.G. et al., 2002).

Récemment, il a ét¢ montré que la voie de signalisation de I’insuline semble étre
exigée pour ’apparition des gonades maéles et leur différenciation sexuelle. En effet, des
souris XY triples mutantes pour trois récepteurs a I'insuline, IR, IGFIR et IRR présentent
un développement ovarien avec un phénotype femelle complet. De plus, I’expression du
géne déterminant des mammiferes Sry diminue démontrant que la voie de signalisation de

I'insuline agit en amont de ce dernier et est nécessaire dans la voie méale (Nef S. ef al,
2003).
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II) La détermination sexuelle

L’orientation de la gonade bipotentielle vers un testicule ou un ovaire est controlée
par une cascade d’éveénements moléculaires et cellulaires. Cette évolution de la
différenciation gonadique vers 'un ou ’autre sexe peut étre déterminée par des facteurs
génétiques ou environnementaux. Chez certains vertébrés, le déterminisme est de type
ESD (Environmental Sex Determination). De nombreux facteurs comme le pH, la force
ionique, la densité¢ de population ou la température influencent le devenir sexuel de
P’embryon a un stade précis du développement. Chez ces especes, aucun chromosome
sexuel n’a été identifié. Au contraire, lorsque le phénotype sexuel est déterminé
exclusivement par le génotype, le déterminisme est de type GSD (Genetic Sex
Determination). C’est le cas par exemple chez les mammiféres qui présentent une

hétérogamétie male (XY) ou chez les oiseaux qui ont une hétérogamétie femelle (ZW).

1) Déterminisme génétique du sexe

Deux grands types de mécanismes dirigent la détermination génétique du sexe.
Dans un premier cas, la présence ou 1’absence d’un géne déterminant au niveau de la
gonade bipotenticlle oriente la différenciation sexuelle vers un sexe ou 1’autre. Ces génes
concernés se situent en amont de la cascade génique et comme les mécanismes de
détermination du sexe évoluent trés vite, ces génes sont peu conservés et ne concernent
souvent qu’un groupe zoologique plus ou moins étendu. Dans 1’autre cas, le dosage des
génes est important comme chez la drosophile ou le nématode Caenorhabditis elegans.
Dans ce chapitre, nous ne détaillerons que quelques exemples parmi les mieux connus a

I’heure actuelle.

A) Le géne déterminant chez les mammiferes : Sry

Chez les mammifgres, la présence du chromosome Y conduit au développement
male (Welshons W.J. et Russell L.B., 1959). La différenciation testiculaire chez les
individus XY est induite par un locus dominant porté par le chromosome Y. Ce dernier a
¢té nommé TDF (Testis Determining Factor) et semble comporter un ou plusieurs génes
qui interviennent dans la détermination méle. I.’analyse du génome de patients inverses
sexuellement a conduit a I’isolement du geéne SRY (Sinclair AH. et al, 1990).

L’homologue Sry murin a été €galement cloné (Gubbay J. et al., 1990).
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a) structure moléculaire

Le geéne Sry consiste en un exon unique. Il code un facteur de transcription qui
contient un domaine de liaison a ’ADN : la boite HMG (High Mobility Group). Cette
région de 80 acides aminés se lie de maniére spécifique a I’ADN et y induit une courbure
(Ferrari S. et al., 1992). En fait, la protéine SRY est un facteur de transcription qui agit en
influencant la structure de la chromatine dans les régions régulatrices des genes cibles. Les
protéines SRY humaine et murine reconnaissent des séquences ADN consensus
spécifiques (Harley V.R. ef al.,, 1994; Nasrin N. et al., 1991). Cependant, les deux
protéines ont des propriétés de liaison distinctes et induisent des angles de courbure
différents puisque la protéine SRY humaine est incapable de masculiniser les gonades
d’une souris transgénique XX (Giese K. et al., 1994).

Chez la souris, en plus de cette boite HMG, la protéine SRY est caractérisée par la
présence d’une répétition d’un trinucléotide CAG dans la partie C-terminale (Gubbay J. ef
al., 1992) (Fig.5). Ce domaine riche en glutamine fonctionne comme un activateur
transcriptionnel (Dubin R.A. et Ostrer H., 1994). Il semble étre essentiel pour la fonction
de SRY dans la détermination sexuelle chez la souris. En effet, des souris transgéniques
XX délétées pour ce domaine ne présentent pas d’inversion sexuelle (Bowles J. et al.,
1999) suggérant que les protéines SRY humaines et murines peuvent agir via des
mécanismes biochimiques différents. Cependant ces résultats ne sont pas en accord avec
les études de Lovell-Badge et al. (2002) qui montrent que la protéine SRY humaine peut

induire une différenciation testiculaire chez une souris transgénique XX.

Homme :
1 58 137 204
Nt | s it esmmora ] ct
Souris :
13 82 367 395
Nt [ HMG Ct

Figure 5 : Comparaison entre les protéines SRY humaine et murine. Le domaine HMG est
représenté dans un cadre saumon. Le domaine supplémentaire riche en glutamine chez la souris est figuré

dans un cadre vert (modifié, d’apres Harley V.R. et al., 2003a).
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La protéine SRY humaine a ¢té localisée au niveau du noyau dans deux lignées
cellulaires NT2D1 et H8 (Poulat F. et al., 1995). Deux signaux de localisation nucléaire
(NLS) ont été identifiés de part et d’autre de la boite HMG (Sudbeck P. et Scherer G.,
1997). Ces motifs NLS dans les parties N-terminale (nNLS) et C-terminale (cNLS) de la
boite HMG peuvent agir indépendamment pour diriger le transport nucléaire. La
caractérisation de ce transport a montré que cNLS interagit avec la protéine importine
B1 (ImpP1) avec une haute affinité, mais pas avec la protéine importine o (Impor)
(Forwood J.K. et al., 2001). La partie nNLS n’est reconnue ni par ImpB1, ni par Impo.
Cette derniére se lic 4 la calmoduline d’une maniére Ca** dépendante (Sweitzer T.D. et
Hanover J.A., 1996; Harley V.R. et al, 1996). Les deux signaux nNLS et cNLS sont
hautement conservés et sont exigés pour une localisation nucléaire compléte de la protéine
SRY.

La protéine SRY ainsi que les protéines SOX (Sry box containing protein)
joueraient également un réle dans le processus d’épissage des ARN messagers. En effet,
ces protéines sont colocalisées avec les facteurs d’épissage dans le noyau (Ohe K. et al.,
2002).

La protéine SRY est présente uniquement chez les mammiferes sauf chez deux
especes de campagnol (Just W. et al., 1995; Soullier S. et al., 1998; Sutou S. et al., 2001).
A part le domaine de liaison a I’ADN, la protéine SRY est peu conservée chez les
mammifeéres. Ce domaine montre une haute homologie avec les domaines HMG des
protéines SOX (84% avec SOX3 et 76% avec SOX9). La faible conservation des
séquences a I’extérieur de la boite HMG entre les especes témoigne de I’évolution rapide
de la protéine SRY (Whitfield L.S. et al., 1993; Nagai K., 2001). La boite HMG seule joue
un rdle important puisque les boites HMG de Sox3 ou de Sox9 peuvent fonctionnellement

se substituer a la boite HMG de Sry pour initier la détermination sexuelle méle (Bergstrom
D.E. et al., 2000).

b) Réle de Sry

L’analyse de patientes XY présentant une dysgénésie gonadique a démontré le role
essentiel de Sry dans le développement testiculaire. En effet, les mutations identifiées au
niveau de ce géne sont impliquées dans le mécanisme d’inversion sexuelle chez ces
individus (Berta P. et al., 1990; Jager R.J. et al., 1990). La plupart des mutations de ce
géne ont été localisées a I’intérieur du domaine HMG affectant ainsi la capacité de la

protéine SRY a se lier a I’ADN et a induire sa courbure (Cameron F.J. et Sinclair A H.,
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1997). Néanmoins, d’autres mutations ont été situées a I’extérieur de ce domaine HMG et
conduisent aussi a des dysgénésies gonadiques. Celles-ci affectent 1’interaction de la
protéine SRY avec une protéine SIP1 qui contient un domaine PDZ, ainsi que les
mécanismes d’import nucléaire (Poulat ef al., 1997 ; Tajima T. et al., 1994; Harley V.R. et
al., 2003b; Li B. et al., 2001).

L’implication du geéne Sry dans I’initiation du développement male chez les
mammiferes a été¢ confirmée par 1’élaboration de souris transgéniques. L’introduction d’un
fragment du chromosome Y contenant le géne Sry chez une femelle génétique est
suffisante pour induire la différenciation d’un testicule normal (Koopman P. et al., 1991).
Chez la souris, Sry est exprimé uniquement durant les premicres étapes de la
différenciation testiculaire (Koopman P. et al., 1990). En effet, I’expression commence
juste aprés 1’ébauche des crétes génitales a 10,5 jpc et atteint son maximum a 11,5 jpc.
Cette expression est maintenue jusqu’aux premiers signes de la différenciation testiculaire
qui ont lieu vers 12,5 jpc puis décline jusqu’a disparaitre complétement (Hacker A. et al.,
1995). Chez cette espece, ’expression de Sry semble apparaitre sous la forme d’une
«vague dynamique» commengant au centre des crétes génitales puis s’étendant jusqu’aux
deux poles (Bullejos M. et Koopman P., 2001; Albrecht K.H. et Eicher E.M., 2001). Chez
I’homme, la protéine SRY est aussi détectée au moment de la détermination sexuelle, avec
un pic d’expression au moment ou les cordons sexuels sont visibles (Clepet C. ef al., 1993;
Salas-Cortes L. et al., 2001; Hanley N.A. et al., 2000). Contrairement a la souris, son
expression n’est pas transitoire, elle persiste jusqu’a ’age adulte comme chez le mouton, le
cochon, le wallaby et les especes canines (Clepet C. et al., 1993; Salas-Cortes L. et al.,
2001; Payen E. et al., 1996; Harry J.L. et al., 1995; Meyers-Wallen V.N., 2003). Ce profil

d’expression laisse supposer que Sry a une fonction plus large que la seule détermination

testiculaire.

B) Un géne déterminant chez les marsupiaux : Atry

ATRX (Alpha Thalassemia mental Retardation syndrome on the X) est un
syndrome humain caractérisé¢ par un retard mental sévére, une thalassémie alpha, une
apparence faciale caractéristique et une inversion sexuelle de degré variable des individus
XY. Ce géne est localisé sur le chromosome X et appartient a la superfamille des hélicases
(Gibbons R.J. et al., 1995; Ton A. et al., 1996). Chez les mammiféres euthériens, il semble
agir en aval de Sry, Sox9 et ’AMH dans la voie méle puisque des individus XY avec le

syndrome ATRX présentent de petites gonades males sans canaux de Miiller démontrant
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que PAMH est exprimée. Le développement de la gonade est interrompu avant
I'organisation testiculaire mais aprés l'expression de Sry et la différenciation des cellules de
Leydig et de Sertoli (lon A. ef al., 1996). Chez la souris, le géne Atrx est aussi porté par le
chromosome X comme chez les marsupiaux (Picketts D.J. ef al., 1998; Pask A. ef al.,
2000). Cependant, contrairement aux mammiféres euthériens, les marsupiaux possedent un
homologue sur le chromosome Y, Atry, exclusivement exprimé dans le testicule, alors que
Atrx est absent du testicule en développement chez le wallaby (Pask A. ef al., 2000). Ainsi,
Atry semble étre un candidat plus probable que Sry pour la détermination male chez les
marsupiaux : Atry présente en effet une expression testiculey—spéciﬁque au cours du

développement alors que Sry est exprimé ubiquitairement (Harry J.L. ef al., 1995).

C) Un géne déterminant chez les oiseaux : ASW (Avian Sex specific, W-linked)

Chez les oiseaux, la régulation de la détermination sexuelle n'est pas encore
clairement tranchée entre I'intervention du dosage des génes liés au chromosome Z ou la
présence d’un géne déterminant sur le chromosome W (Ellegren H., 2001). La découverte
d'un géne, ASW, li¢ au chromosome W ainsi que son expression femelle spécifique
suggere un réle important de ce chromosome dans la différenciation sexuelle (O'Neill M. et
al., 2000). En méme temps, le méme géne a été découvert par une autre équipe et nommé
PKCIW (Hori T. et al., 2000). 1l code un inhibiteur de protéine kinase C et présente une
haute homologic avec les protéines de la famille HIT (Histidine triad) qui contiennent un
motif : His-X-His-X-His (X est un acide aminé hydrophobe). Le géne ASW est localisé sur
le chromosome W sauf chez les ratites. Il existe également un homologue sur le
chromosome Z (PKCIZ).

Le géne ASW est exprimé chez les embryons femelles mais pas chez les embryons
maéles (O'Neill M. ez al., 2000). Il est détecté dans les crétes génitales femelles avant le
début de la différenciation sexuelle. L’expression est limitée aux crétes urogénitales avec
un haut niveau de transcrits dans les crétes génitales par comparaison au mésonéphros.
L’expression dans I’ovaire continue au cours du développement embryonnaire. Chez
I’adulte, ASW est exprimé dans de nombreux tissus chez la femelle (Hori T. et al., 2000).

ASW est le premier géne du chromosome W exprimé spécifiquement chez les
femelles au cours du développement embryonnaire. La protéine ASW représente un

candidat probable pour diriger la différenciation sexuelle chez les oiseaux.
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D) DMY : un géne déterminant chez le poisson medaka

DMY, appartenant a la famille des génes DM (doublesex mab-3) est un gene porté
par le chromosome Y qui a été découvert chez le medaka. Il semble important pour le
développement male puisque des mutations naturelles de ce geéne conduisent a des

inversions sexuelles completes et fertiles.

a) structure moléculaire

Le géne DMY contient 6 exons et produit une protéine de 267 acides aminés
(Fig.6). Cette protéine DMY présente une haute homologie avec la protéine DMRT1 (80%
d’homologie). Ces protéines font partie de la méme famille et contiennent un domaine DM

de liaison a I’ADN.

ATG STOP
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Figure 6 : Structure génomique de DMY. Les 6 exons sont représentés dans les cadres et sont
séparés par les introns (traits). Les deux cadres figurés en vert indiquent le domaine DM. Les nombres de
paires de bases sont indiqués, pour les exons dans les cadres et pour les introns en dessous du trait ( modifié

d’apres Matsuda M. et al., 2002).

b) Réle de DMY

DMY est exprimé durant le développement embryonnaire et larvaire male (Nanda 1.
et al., 2002). La protéine DMY est détectée dans les embryons XY mais pas XX lorsque
DMRTI, un géne intervenant dans la détermination et différenciation testiculaire chez les
mammiferes, n’est pas encore exprimé (Matsuda M. ef al., 2002). Chez ’adulte, DMY est
exprimé dans les cellules de Sertoli (Nanda 1. ef al., 2002).

Deux mutations naturelles de DMY ont permis d’établir son réle critique dans le

développement male (Matsuda M. et al., 2002). Les premiers mutants nommés «Awarey
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ont une protéine DMY tronquée (due a une insertion dans I’exon 3) et tous les individus
XY sont femelles. Le deuxi¢me mutant nommé «Shirone» conduit & une diminution de
I’expression de DMY et une forte proportion des individus XY sont femelles.

Un geéne DMRT1Y a également été isolé dans une région spécifique du
chromosome Y (Nanda 1. et al., 2002). Il présente une identité nucléique de 96% avec le
géne DMY cloné par Matsuda et al. (2002). Les différences observées sont expliquées par
les différentes souches de medaka utilisées pour les analyses. Ce géne DMRT1Y
correspond a une version dupliquée du géne autosomal Dmrtl : ils présentent 90% de
similarit¢ au niveau protéique. La duplication générant DMY semble avoir eu lieu
récemment au cours de 1’évolution (Kondo M. et al., 2003).

Néanmoins, I’analyse de nombreuses souches de medaka a mené a I’identification
d’un nombre considérable de maéles fertiles ayant perdu ce gene DMY et présentant un
phénotype normal. Ces individus sont génétiquement femelles (Nanda [. ef al., 2003).
Donc, le gene DMY n’est pas toujours nécessaire pour le développement male, sa fonction
peut étre compensée par des «modificateurs autosomaux» non identifiés.

Ce géne déterminant méle représente un équivalent de Sry chez les poissons. DMY
a été identifi¢ dans une région spécifique du chromosome Y (Matsuda M. et al., 2002). 1l
est le seul géne fonctionnel de ce segment du chromosome Y et est localisé sur le locus
déterminant sexuel male (Nanda I. er al., 2002). Cependant, il est absent chez d’autres
especes de poissons étudiées comme Xiphophorus maculatus, le tilapia, le poisson zeébre et
le guppy (Kondo M. ef al., 2003; Volff J.N. ef al, 2003; Veith A.M. et al., 2003). Par
conséquent, un role déterminant global de DMY est exclu chez les poissons. Il est
actuellement décrit comme géne déterminant uniquement chez le medaka. Chez ce dernier,
DMY représente une forme d’expression précoce de DMRTI, géne trés conservé dans la

fonction méle, récemment recruté pour la détermination male.

2) La détermination sexuelle par I’environnement (ESD)

D’autres facteurs que la présence de chromosomes sexuels portant un géne
dominant peuvent influencer le sexe de I’embryon. Ainsi, I’dge de I’animal, le pH, la
salinit¢ du milieu, la photopériode ou la densité de population peuvent diriger la
différenciation sexuelle chez certains poissons (Baroiller J.F. et D'Cotta H., 2001). Le
facteur environnemental le plus étudié influencant le devenir sexuel de 1’embryon est la
température. Ce mécanisme de détermination appelé TSD (Temperature Sex

Determination) est essentiellement rencontré chez les reptiles ovipares. Les autres reptiles
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comme les serpents et quelques lézards présentent un déterminisme génétique et possédent
des chromosomes sexuels héteromorphiques (Bull J.J., 1980). Un cas particulier a été
exposé chez un lézard vivipare, Eulamprus tympanum, ou aucun chromosome
hétéromorphique n’a été détecté. Chez cette espéce, la température de gestation semble étre
importante puisque son augmentation conduit & une production de males (Robert K.A. et
Thompson M.B., 2001). Chez les reptiles & TSD, la différenciation sexuelle des gonades
est sensible a la température d’incubation des ccufs durant une période critique du
développement embryonnaire : la période thermosensible. Cet effet de la température a été
rapporté par exemple chez le 1ézard Agama agama, chez les tortues Emys orbicularis et
Chelydra serpentina et chez tous les crocodiles étudiés (Charnier M., 1966; Pieau C.,
1971; Yntema C.L., 1976; Picau C. et al., 2001). Chez ces espéces, trois types de réponse a
ce facteur ont été mis en évidence (Pieau C., 1996). Le premier type, nommé la, conduit a
une descendance 100% male & température basse et 100% femelle a température élevée. A
une température pivot, on obtient 50% d’individus de chaque sexe. Le deuxiéme type, Ib,
donne I’inverse c’est a dire des femelles & température basse et des méles a température
élevée. Le dernier type, II, est un mode «femelle — méle — femelle». Les femelles sont
obtenues a températures basses et élevées tandis que les males sont générés par une

température intermédiaire (Fig.7).
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Figure 7 : Schéma représentant les trois types de réponse a la température. Le mode maéle-
femelle Ta rencontré chez la plupart des tortues, donne des mdles a basse température : température
masculinisante (TM) et des femelles a haute température : température féminisante (TF). La sex-ratio est de
1:1 & une température pivot (TP). Le mode femelle-maéle Ib retrouvé chez quelques 1ézards est I'inverse du Ia.
Le mode femelle-méle-femelle II rencontré chez les deux groupes précédents et chez les crocodiles donne

des méles a une température intermédiaire et des femelles aux températures faibles et élevées (D’aprés Pieau

C., 1996).
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Un effet de la température sur la détermination du sexe se retrouve chez des especes
GSD comme chez certains poissons et amphibiens. Bien que ces especes présentent un
déterminisme génétique du sexe, la différenciation sexuelle peut étre influencée par la
température d’élevage. Ceci est le cas chez de nombreux poissons (Conover D.O. et
Kynard B.E., 1981; Baroiller J.F. et al, 1995; Wang L.H. et Tsai C.L., 2000;
Koumoundouros G. ef al., 2002; Saillant E. et al., 2002). Chez le tilapia Oreochromis
niloticus, 1’augmentation de la température d’élevage induit la masculinisation des
femelles génétiques (Baroiller J.F. er al, 1995). On observe aussi cet effet de la
température chez certains amphibiens comme Triturus cristatus (Wallace H. et Wallace
B.M.N., 2000). Chez cette espece, les températures élevées conduisent & une sex-ratio
déviée vers les males tandis que les températures basses conduisent a une féminisation
(Wallace H. et Wallace B.M.N., 2000). Notre modele Pleurodeles waltl présente un
déterminisme génétique du sexe qui peut également &tre influencé par la température. En
effet, dans les conditions d’¢élevage normales a 20°C, la sex-ratio est égale a 1. Cependant,
I’augmentation de la température d’élevage a 32°C conduit & une inversion sexuelle
fonctionnelle des femelles ZW et on obtient des néomales ZW (Dournon C. et Houillon C.,
1984). La température a un effet inverse chez une espece tres voisine : Pleurodeles poireti.
Cette derni¢re présente également un déterminisme génétique de type ZZ/ZW mais des
larves males ZZ peuvent se différencier en femelles fertiles si la température d’élevage est

augmentée a 30°C (Dournon C. ef al., 1984).
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11D La différenciation sexuelle

D’aprés la théorie de Witschi, outre les cellules germinales, la gonade serait
composée de deux tissus différents : le cortex dérivé de 1’épithélium ccelomique et la
medulla issue du blastéme mésonéphrétique. Ceci est le cas chez la plupart des vertébrés
sauf chez les cyclostomes et les poissons téléostéens ou le blasteme gonadique, dérivant de
I’épithélium cceelomique seul, est homogene sans distinction cortex-medulla. Au cours de la
différenciation gonadique male, le cortex régresse tandis que la medulla se développe et se
différencie en cordons séminiféres. Chez la femelle, au contraire, le cortex se développe et

se différencie en structure ovarienne tandis que la médulla dégéncere (Fig.8).

Maile Femelle

Figure 8 : Différenciation testiculaire et ovarienne. (A) Gonade indifférenciée avec 1’épithélium
ceelomique (E.C.), les cellules germinales primordiales (C.G.P.), le blastéme mésonéphrétique (B.M.) et le
mésenchyme (M.). (B) Différenciation testiculaire. La médulla se développe et les cellules germinales
primordiales migrent du cortex (C.) vers la medulla (Me.). (C) Différenciation ovarienne. Le cortex se
développe et la medulla dégénére conduisant a la formation d’une cavité médullaire (C.Me.) (modifi¢ d’apres
Thibault C. et al.,1998).
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La gonade posséde deux types cellulaires, les cellules germinales et les cellules
somatiques. Ces derniéres sont classées en trois types. Les cellules précurseurs dites «de
support» se différencient en cellules de Sertoli chez les méles et en cellules de la granulosa
chez les femelles. Le deuxiéme type correspond aux cellules stéroidogenes qui donnent les
cellules de Leydig chez les mailes et les cellules de la théque ainsi que les cellules
interstitielles chez la femelle. Enfin, les cellules précurseurs des tissus de connexion
donnent le tissu vasculaire, la tunique et les cellules myoides péritubulaires chez les males
et se différencient en tunique et cellules stromales chez les femelles.

Chez les mammiferes, la différenciation sexuelle est principalement contrdlée par
une cascade génique alors que chez les vertébrés non mammaliens, en plus de I’implication
de certains génes, les hormones sexuclles stéroides jouent aussi un role clé dans ce
processus. Ainsi, dans la premiére partie de ce chapitre, nous présenterons les principaux
génes participant au processus de la différenciation sexuelle. La plupart des genes
présentés dans ce paragraphe interviennent dans la différenciation testiculaire puisque peu
de génes impliqués dans le développement ovarien ont été¢ mis en évidence a I’heure
actuelle. Dans la deuxiéme partie, nous développerons I’importance des hormones

sexuelles au cours de la différenciation gonadique chez les vertébrés non mammaliens.

1) Les différents génes impliqués dans la différenciation sexuelle

Les génes directement en aval de Sry ne sont pas encore connus, mais un certain
nombre d’événements cellulaires et morphologiques précoces ont été décrits au cours de la

différenciation méle.

A) Induction de la prolifération cellulaire

Avant la découverte du géne Sry, la croissance différentielle gonadique était
supposée déterminer le sexe : la gonade s’accroissant le plus rapidemment se différenciait
en testicule alors que celle qui n’atteignait pas une certaine taille & un stade donné se
développait en ovaire (Mittwoch U., 1986). Ce doublement de taille, spécifique des
gonades XY, a ét¢ documenté chez de nombreuses especes de mammiferes (Hunt S.E. et
Mittwoch U., 1987; Mittwoch U. et al., 1969; Buehr M. et Petzoldt U., 1974; Mittwoch U.
¢t Mahadevaiah S., 1980). Il a aussi été observé chez des reptiles TSD comme les tortues
Lepidochelys olivacea (Merchant-Larios H. et al., 1997), Emys orbicularis (Pieau C. et al.,
1998) ou Trachemys scripta (Schmahl J. et al., 2003), mais aussi chez 1’alligator (Smith
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C.A. et Joss .M., 1994a).

Chez la souris, la prolifération cellulaire au sein de 1’épithélium ccelomique des
gonades XY est induite par le géne Sry. Cette augmentation de taille est observée pendant
le pic d’expression de Sry au stade 11,25 jpc tandis qu’aucun changement n’est détecté
dans les gonades XX (Schmahl J. et al., 2000). Une période de prolifération critique de 8
heures a été définie entre 10,8 jpc et 11,2 jpc, coincidant avec ’initiation de 1’expression
de Sry (Schmahl J. et Capel B., 2003). L’utilisation d’inhibiteurs de la prolifération sur des
gonades en culture ou par injection intrapéritonéale & une souris en gestation, a montré que
I’inhibition de la prolifération cellulaire avant ou aprés cette période critique conduit au
développement de petits testicules avec un petit nombre de cord(;ns testiculaires. De plus,
lorsque ’inhibition a lieu pendant cette période, elle bloque la différenciation des cellules
de Sertoli et diminue I’expression des génes spécifiques du sexe male comme Sox9 et
I’AMH. Par ailleurs, ’expression de genes spécifiques du sexe femelle comme Dax-1 est
observée dans des gonades XY en culture. Par conséquent, la prolifération n’est pas
seulement nécessaire pour la différenciation maile, mais elle est aussi impliquée dans
I’inhibition de la voie femelle chez les embryons XY (Schmahl J. et Capel B., 2003). Chez
la souris, cette multiplication cellulaire est le fait des cellules de Sertoli, tout comme chez
I’alligator et la tortue Trachemys scripta (Schmahl J. et al., 2000; Smith C.A. et Joss .M.,
1994a, Schmahl J. et al., 2003). Elle semble conduire a4 1’augmentation du nombre de
cellules précurseurs des cellules de Sertoli jusqu’a un niveau seuil, nécessaire pour diriger
la détermination testiculaire. Ceci a déja été montré chez I’homme, lors de la translocation
du géne Sry sur un chromosome X inactivé. Dans ce cas, seules quelques cellules
expriment Sry et ainsi, aucun testicule ne se développe en dépit de la présence d’un gene
Sry fonctionnel (Kusz K. et al., 1999). De méme, 1’analyse de chiméres montre qu’il faut
plus de 30% de cellules XY dans la gonade pour induire la différenciation testiculaire

autrement la différenciation ovarienne est initiée (Burgoyne et Palmer, 1993).

B) Migration des cellules du mésonephros et formation des cordons testiculaires

Chez la souris, aprés 11,5 jpc, les cellules mésonéphrétiques migrent dans la
gonade maéle ou elles vont contribuer a 1’élaboration des cellules interstitielles. Cette
migration cellulaire est critique pour la formation des cordons testiculaires puisque leur
différenciation n’a pas lieu dans des cultures de gonades séparées du mésonéphros (Buehr
M. et al., 1993). La migration a lieu de 11,5 jpc & 16,5 jpc uniquement dans les gonades
XY (Martineau J. et al., 1997). Les cellules qui migrent sont a I’origine des cellules
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péritubulaires myoides et des cellules endothéliales (Merchant-Larios H. et al., 1993;
Martineau J. ef al., 1997). Les cellules de Sertoli ne semblent pas dériver du mésonéphros
mais apparaissent étre issues de 1’épithélium coelomique (Karl J. et Capel B., 1998).

Ce phénoméne migratoire spécifique du sexe male est dépendant de Sry : une souris
XX possédant un transgéne Sry est inversée sexuellement et les cellules du mésonéphros
migrent dans la gonade XX (Capel B. et al, 1999). De méme, dans les gonades XY
inversées de la lignée de souris (C57BL/6J) possédant des alleles faibles de Sry, la
migration des cellules mésonéphrétiques ne s’effectue pas (Albrecht K.H. ef al., 2000).
Néanmoins, lorsque 1’on cultive une gonade XX prise en sandwich entre un mésonéphros
et une gonade XY, les cellules mésonéphrétiques peuvent coloniser la gonade XX et y
induire une organisation en cordons testiculaires avec I’expression des geénes spécifiques
du sexe male (Tilmann C. et Capel B., 1999). Les gonades XY produisent un signal
induisant la migration des cellules mésonéphrétiques.

Le facteur de croissance FGF9 semble participer a la migration des cellules du
mésonéphros, a la stimulation de la prolifération des cellules mésenchymateuses et a la
différenciation des cellules de Sertoli (Colvin J.S. et al., 2001). L’inactivation du gene
Fgf9 chez la souris entraine en effet une inversion sexuelle des souris XY (Colvin J.S. ef
al., 2001). Fgf9 semble agir en aval de Sry puisque son expression commence peu apres
celle de Sry (Colvin J.S. et al., 2001).

La signalisation des PDGF (Platelet-Derived Growth Factors) est également un
événement important en aval de Sry dans l’organogenése du testicule. Le profil
d’expression spatio-temporel des PDGF et de leur récepteur suggére qu’ils jouent un réle
dans le développement testiculaire (Gnessi L. ef al., 1995). L’inhibition de 1’action des
PDGF dans le testicule n’empéche pas la formation des cordons séminiferes mais altere le
développement normal du testicule (Uzumcu M. ef al., 2002). En effet, des souris knock-
out pour Pdgf-A montrent une réduction progressive de la taille du testicule, une perte des
cellules de Leydig et un arrét de la spermatogenese (Gnessi L. et al., 2000). L’absence de
Pdgfra bloque la migration des cellules du mésonéphros et conduit a des défauts dans
I’organisation des cordons testiculaires et du vaisseau ceelomique (Brennan J. et al., 2003).

Sry, responsable de la migration des cellules endothéliales, contribue au
développement du systéme artériel dans la gonade XY. La vascularisation du testicule
difféere de celle de ’ovaire par la présence chez le male d’un gros vaisseau superficiel
appelé vaisseau ceelomique. Cette vascularisation joue un réle important dans I’export de

la testostérone qui masculinisera 1’embryon male (Brennan J. et al., 2002).
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Bien que le mésonéphros soit exigé pour la formation des cordons testiculaires, la
différenciation des cellules de Sertoli et de Leydig peut avoir lieu en son absence au stade

11,5 jpc chez la souris (Merchant-Larios H. ef al., 1993).

C) La différenciation des cellules de Leydig

La signalisation PDGF est aussi impliquée dans la différenciation des cellules de
Leydig (Brennan J. ef al., 2003). En effet, chez des souris Pdgf-A”" comme Pdgfr(x'/", un
défaut de développement des cellules de Leydig est observé (Brennan J. et al., 2003,
Gnessi L. et al., 2000). De plus, le knock-out Pdgfro” conduit a une absence de
I’expression d’un autre facteur critique : Dhh (Desert hedgehog). Dhh code une molécule
de signalisation exprimée dans le testicule mais absente de I’ovaire (Bitgood M.J. ef al.,
1996). Des souris Dhh” montrent des défauts dans la différenciation des cellules de Leydig
feetales, mais aucun effet sur la migration des cellules mésonéphrétiques n’est observé
(Yao H.H. ef al., 2002). La signalisation Dhh agit sur la spécification de cette lignée en
régulant ’expression de SF1 et du cytochrome P450 scc (P-450 side chain cleavage
enzyme) dans les précurseurs des cellules de Leydig localisés a I’extérieur des cordons
testiculaires (Yao H.H. et al., 2002). Wnt4 (voir plus loin) intervient quant a lui dans la

suppression de la formation de cellules de Leydig dans I’ovaire (Vainio S. et al., 1999).

D) Induction de la différenciation des cellules de Sertoli

L’expression de Sry dans les cellules pré-Sertoliennes suggére qu’il est impliqué
dans la différenciation de ces cellules (Rossi P. et al., 1993; Albrecht K.H. et Eicher E.M.,
2001). Par ailleurs, I’analyse de chiméres indique que les cellules de Sertoli sont
majoritairement XY (Burgoyne P.S. et al., 1988; Palmer S.J. et Burgoyne P.S., 1991).
Cependant, certaines cellules XX peuvent également se différencier en cellules de Sertoli
(Palmer S.J. et Burgoyne P.S., 1991) suggérant qu’un facteur paracrine peut induire la
différenciation testiculaire. Ainsi, la prostaglandine D2, a été supposée étre ce facteur
puisque ’ajout de cette molécule sur des crétes génitales femelles en culture induit
différents degrés de masculinisation. La présence de prospermatogonies dans les crétes
génitales suggere que les cellules de support femelles se sont différenciées en cellules de
Sertoli (Adams LR. et McLaren A., 2002). La synth¢se d’AMH est le premier signe de
cette différenciation. Son expression apparait juste apres le début de I’expression de Sry

(Munsterberg A. et Lovell-Badge R., 1991). La protéine SRY active une voie régulatrice
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qui conduit a 1’expression de ’AMH puisque lorsqu’elle est mutée, I’induction de la
transcription de cette hormone antimiillerienne échoue (Hagqg C.M. et al, 1994). Le
moment ou survient I’expression de Sox9 et la spécificité cellulaire de cette expression
suggerent qu’il soit régulé par Sry. En effet, tous deux sont exprimés dans les cellules de
Sertoli et ’augmentation de I’expression de Sox9 est détectée juste apres celle de Sry
(Kent J. et al., 1996; De Santa Barbara P. ez al., 2000; Hanley N.A. et al., 2000). Sox9

semble étre impliqué dans I'initiation et le maintien de la différenciation des cellules de

Sertoli (Fig.9).

E) Le géne Sox9

Sox9 a été identifié chez I’homme comme un géne impliqué dans la formation
osseuse et le contrdle du développement testiculaire. En effet, des translocations ou des
mutations affectant ce géne provoquent le syndrome de la dysplasie campomélique (CD).
Cette maladie est caractérisée par des malformations squelettiques et des défauts de
formation du cartilage (Foster J.W. et al., 1994, Wagner T. et al., 1994). De plus, une
inversion sexuelle est observée chez 75% des patients XY atteints de CD (Tommerup N. et
al., 1993; Houston C.S. ef al., 1983). Cette maladie est diie a la perte de la fonction d’une
copie du gene Sox9 (haploinsuffisance). En effet, une dose supplémentaire de Sox9 suffit a
initier la différenciation testiculaire en 1’absence de Sry puisqu’une duplication d’une
région contenant Sox9 chez ’homme conduit & une inversion sexuelle (Huang B. et al.,
1999). Certains cas de dysplasie campomélique non associés a des inversions sexuelles
peuvent étre expliqués par des mutations affectant la capacité de Sox9 a se dimériser.
Effectivement, Sox9 contient un domaine de dimérisation qui est nécessaire pour sa liaison
dans la région régulatrice des génes impliqués dans la chondrogenése mais pas pour la

détermination sexuelle ou il agit en monomeére (Bernard P. ef al., 2003).
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Figure 9 : Synthése des différents génes intervenant dans la différenciation gonadique. Les
différentes interactions entre les génes sont représentés par des fleches pour une activation et une fleche avec

un trait a extrémité pour une inhibition (Modifié¢ d’aprés Vaiman et Pailhoux, 2000).
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a) structure moléculaire

Le gene Sox9, localisé sur les chromosomes 17 et 11 chez ’homme et la souris
respectivement, contient trois exons (Fig.10) (Foster J.W. et al., 1994; Wagner T. et al.,
1994; Wright E. et al., 1995). Un seul géne Sox9 a été identifié chez les mammiferes, ce
qui est différent des poissons et des amphibiens. En effet, chez la grenouille Rana rugosa,
deux genes Sox9 ont été isolés : Sox9a et Sox9B. Sox9P, correspondant a une forme
tronquée de Sox9a, a perdu 265 acides aminés dans la partie N-terminale dont la boite
HMG (Takase M. et al., 2000). Chez le poisson zebre, deux genes Sox9 issus d’un
événement de duplication ont été isolés : Sox9a et Sox9b (Chiang E.F. et al., 2001a).
Sox9b est plus court du coté C-terminal. Sox9a a retenu sa fonction testiculaire tandis que
Sox9b semble avoir acquis une nouvelle fonction associée au développement des crétes
neurales (Li M. ef al., 2002). Le géne Sox9a est également dupliqué chez I’anguille
Monopterus albus, conduisant aux genes Sox9al et Sox9a2 qui jouent un réle dans la
différenciation gonadique chez ce poisson (Zhou R. et al., 2003). Chez le medaka, une
forme de Sox9 plus longue de 78 acides aminés a été identifiée : Sox9lf. Ce gene contient
un exon 1 et un intron 1 supplémentaires (Yokoi H. et al, 2002). Au cours du
développement, Sox9lf est fortement exprimé dans 1’ovaire et faiblement dans le testicule
(Yokoi H. et al., 2002).

La protéine SOX9 est composée de 509 acides aminés chez I’homme. Comme la
protéine SRY, SOX9 est un facteur de transcription qui contient une boite HMG se liant
spécifiquement a ’ADN (Ng L.J. et al., 1997). La boite HMG de SOX9 présente 70%
d’homologie avec celle de SRY.

EXON 1 EXON 2 EXON 3

Figure 10 : Organisation génomique du géne Sox9 humain. Les trois exons sont représentés dans
les cadres gris et le trait correspond aux introns. Le domaine HMG est représenté dans deux cadres bleus

séparés par le premier intron (modifié, d’aprés Foster J.W. et al., 1994).
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SOX9, comme la protéine SRY est nucléaire. Les séquences de localisation
nucléaire nNLS et ¢cNLS, de part et d’autre de la boite HMG, sont hautement conservées a
travers la famille de protéines SOX, ce qui implique une conservation du mécanisme
d’import nucléaire (Fig.11) (Sudbeck P. et Scherer G., 1997). En effet, SOX9 interagit
comme SRY avec I’importine 3 via son domaine ¢cNLS et avec la calmoduline, d’une
maniére calcium dépendante, via son domaine nNLS (Preiss S. ef al., 2001; Argentaro A.
et al., 2003).

Toutefois, la protéine SOX9 contient des domaines additionnels par rapport & SRY.
Deux domaines de transactivation ont été observés dans la partie C-terminale de la protéine
(Fig.11). Le domaine PQA, composé de 41 acides aminés chez I’homme, est riche en
proline, glutamine et alanine (Wagner T. ef al, 1994). Le domaine PQS est riche en
proline, glutamine et serine (Sudbeck P. ef al., 1996). Le domaine PQA de SOX9 varie
légeérement en longueur et en séquence selon les especes tandis que le domaine PQS est
trés hautement conservé (Sudbeck P. et al., 1996; Ng L.J. et al., 1997). Ces deux domaines
PQA et PQS interagissent avec d’autres protéines pour induire la transactivation. La plus
grande activit¢ de transactivation est conférée au domaine PQS. Cependant, PQA est
nécessaire pour obtenir une transactivation maximale (McDowall S. ef al., 1999).

La protéine SOX9 humaine contient également un signal d’export nucléaire (NES)
(Fig.11). 11 est localisé entre les deux NLS, dans la boite HMG (acides aminés 134-147).
Cette courte séquence hydrophobe riche en résidus leucine est conservée parmi les autres
protéines SOX9 chez les mammiferes. Cette séquence NES est fonctionnelle puisque la
mutation d’une leucine (142A) bloque I’export nucléaire de SOX9 et la protéine devient
constitutivement nucléaire. Ceci entraine I’inversion sexuelle de gonades XX en culture
démontrant que ce systéme d’export joue un rdle «anti-méley» durant la différenciation
gonadique femelle en gardant SOX9 a I’extérieur du noyau (Gasca S. ef al., 2002).

Enfin, un domaine de liaison pour la protéine HSP70 est conservé parmi les
protéines SOX appartenant au groupe E (Wegner M., 1999). Effectivement, une interaction
entre ces deux protéines a été mise en évidence dans des lignées cellulaires
chondrocytaires et testiculaires. Elle implique la partie C-terminale de la protéine HSP70
avec les 100 acides aminés situés entre la boite HMG et le domaine PQA de la protéine

SOX9 (acides aminés 236-332) (Marshall O.J. et Harley V.R., 2001).
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Figure 11 : Structure de la protéine SOX9 humaine. La protéine compte 509 acides aminés. Les
différents domaines sont représentés par des rectangles de couleurs différentes. La boite HMG dans un cadre
saumon est localisée dans la partiec N-terminale. Les signaux de localisation nucléaire nNLS et cNLS sont de
part et d’autre du domaine HMG. Le signal d’export nucléaire (NES) est localisé au centre de la boite HMG
(acides aminés 134-147). Les domaines de transactivation PQA et PQS sont situés dans la partie C-terminale.
Le domaine d’interaction avec la protéine HSP70 est indiqué par une fleche (modifié, d’aprés McDowall S.

et al., 1999).

b) Réle de Sox9

Les analyses de mutations, de translocations de ce géne chez [’homme ainsi que les
études d’expression ont montré que Sox9 intervenait au cours de la différenciation maéle.
Effectivement, 1’expression du geéne Sox9 est sexuellement dimorphique, associée au
développement testiculaire. Chez la souris, Sox9 est détecté dans les crétes génitales des
deux sexes a faible niveau. Puis, au stade 11,5 jpc, le niveau de transcrits augmente dans
les gonades males tandis qu’il diminue chez les femelles (Morais da Silva S. et al., 1996;
Kent J. et al., 1996). Ce profil d’expression est également observée chez la chévre
(Pailhoux E. et al., 2002), le porc (Parma P. et al., 1999), le poulet (Kent J. ef al., 1996)
mais aussi chez les espéces TSD, comme les tortues 7Trachemys scripta et Lepidochelys
olivacea (Spotila L.D. et al., 1998; Moreno-Mendoza N. ef al., 1999). Dans les gonades
d’alligator, I’expression de Sox9 augmente a la fin de la TSP a température masculinisante
(33°C) tandis qu’a température féminisante (30°C et 34,5°C), I’expression de Sox9 reste a
un bas niveau (Western P.S. et al, 1999a). Le role de Sox9 dans la différenciation
testiculaire a été confirmé par des expériences de greffe chez la souris. En effet, la greffe
d’un ovaire feetal sous une capsule rénale de male adulte montre que I’inversion sexuelle
de ce greffon en testicule s’accompagne d’une forte expression de Sox9 (Morais da Silva
S. etal., 1996).

Chez des souris transgéniques, I’expression ectopique du gene Sox9 sous le

controle de la région régulatrice de WT1 a montré qu’a lui seul, ce gene peut diriger la
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détermination méle et ainsi se substituer au géne Sry (Vidal V.P. et al., 2001). De méme, la
duplication d’une région contenant Sox9 chez I’homme conduit a des inversions sexuelles
par une activation ectopique du géne Sox9 dans les gonades XX (Huang B. ef al., 1999).
Cependant, ce role déterminant testiculaire précoce pour Sox9 n’est pas aussi clair chez
tous les vertébrés. Chez le rongeur Ellobius [utescens, une espéce dont le chromosome Y a
été perdu, la détermination male peut se mettre en place en ’absence de Sox9 impliquant
que Sox9 n’est pas le déterminant testiculaire chez cette espéce (Baumstark A. ef al.,
2001). De méme, chez Palligator et le 1ézard Eublepharis macularius, 1’expression sexe
spécifique de Sox9 n’est détectée qu’au moment ou le sexe est irréversiblement déterminé
(Western P.S. et al., 1999a; Valleley E.M. et al., 2001). Sox9 est également impliqué dans
la différenciation testiculaire chez le wallaby mais les transcrits sont aussi retrouvés dans le
scrotum et les glandes mammaires en développement ainsi que dans 1’épithélium des
canaux de Wolff ce qui suggere un role plus large de Sox9 dans la différenciation du

systeme reproducteur (Pask A.J. et al., 2002).

¢) Régulation de la transcription du géne Sox9

Chez la souris, une région de 120 pb identifiée dans le promoteur de Sox9 est
responsable de son haut niveau d’expression dans le testicule. Elle contient des sites de
liaisons pour la protéine SRY et/ou d’autres protéines SOX (Kanai Y. et Koopman P.,
1999). L’analyse comparative de la région promotrice du gene Sox9 de ’homme, de la
souris et du fugu a montré 1’existence de sites de liaison conservés pour les protéines SOX
et WT'1 (Bagheri-Fam S. ef al., 2001). Sox9 lui méme pourrait se lier sur ces sites et donc
jouer un role d’autorégulateur. D’autres protéines SOX comme SOX8 ou SOXI10
pourraient aussi étre impliquées dans cette régulation (Schepers G. et al., 2003; Takada S.
et Koopman P., 2003).

L’injection d’un transgéne Dct-tyrosinase chez des souris XX a entrainé le
développement d’individus présentant une microphtalmie et une inversion sexuelle. Le
phénotype mutant a été appelé Odsex (Ocular degeneration with sex reversal). L’insertion
a causé une délétion d’environ 150 kb localisée 1 Mb en amont du geéne Sox9, et conduit
au développement de souris XX en males stériles (Bishop C.E. et al., 2000). Chez les
individus XX Ods/+, les gonades feetales maintiennent 1’expression de Sox9 et 1’hormone
antimiillerienne est correctement exprimée. Donc, la région délétée doit contenir des
¢léments régulateurs impliqués dans la répression de 1’expression de Sox9 au niveau des

gonades femelles. Puisque cette délétion ne conduit pas a des malformations squelettiques,
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elle ne doit toucher qu’une région régulatrice spécifique des gonades. D’autres études ont
déja montré que les éléments régulateurs du géne Sox9 couvrent une large région en amont
du géne (Wunderle V.M. et al., 1998; Pfeifer D. et al., 1999). Un locus impliqué¢ dans
I’extinction de ’expression de Sox9 dans les gonades femelles a été identifié chez la souris

et nommé Odsml. Il est localisé sur le chromosome 18 (Qin Y. et al., 2003).

d) Genes cibles de Sox9

La protéine SOX9 contribue a 1’activation de la transcription de deux génes
intervenant dans la différenciation gonadique : Sfl et Amh (voir chapitre suivant). En effet,
deux sites de liaison pour des protéines SOX, dont un décisif, ont été identifiés au niveau
du promoteur de Sf1. SOX9 semble étre le candidat le plus probable pour I’activation de la
transcription du gene Sfl puisque I’augmentation de 1’expression de Sfl a lieu apres le
début d'expression de Sox9 (Nomura M. ef al., 1995; Shen J.H. et Ingraham H.A., 2002).
Récemment, deux sites de liaison pour la protéine SOX9 ont été trouvés au niveau du
promoteur d’un géne humain KIAA0800. Sox9 augmente la transcription de ce géne qui
présente une expression spécifique du testicule. KIAAO80O0 est hautement conservé : des
génes homologues existent chez la souris, la drosophile et Caenorhabditis elegans mais
pas chez les organismes unicellulaires (Zhao L.J. ef al., 2002). Cependant, sa fonction est

encore inconnue.

F) Le géne Sfl

En plus de son implication dans la construction de la gonade indifférenciée, Sfl
joue un rdle dans 1’activation de la différenciation sexuelle.

Chez la souris, ’expression de Sfl devient différenticlle dés que les gonades en
développement commencent a se différencier : elle augmente au cours de la différenciation
male tandis qu’elle diminue dans les gonades femelles (Ikeda Y. ef al., 1994). Ceci est
¢galement le cas chez le rat, I’homme, le porc (Hatano O. ef al., 1994; Hanley N.A. et al.,
1999; Pilon N. et al., 1998). Ce profil d’expression spécifique du sexe méle est également
observé chez une espece TSD, la tortue Trachemys scripta ou ’expression de Sfl
augmente a température masculinisante (26°C) et diminue a température féminisante
(31°C) deés que le sexe des gonades devient identifiable en histologie (Fleming A. et al.,
1999). Cependant, chez certaines espéces, Sfl est impliqué dans la différenciation

ovarienne. Ainsi, le niveau de transcrits Sfl est plus important au cours de la
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différenciation femelle chez le poulet (Smith C.A. et al., 1999a), la grenouille Rana
catesbeiana (Mayer L.P. et al., 2002) et I’alligator (Western P.S. et al., 2000). Chez le
wallaby, Sfl ne semble pas impliqué dans la différenciation sexuelle puisqu’il est exprimé
de fagon similaire chez les individus méles et femelles avant et pendant la différenciation
gonadique (Whitworth D.J. ef al., 2001).

L'expression élevée de Sfl apparait étre corrélée avec le sexe qui présente une
activité stéroidogénique plus importante. Effectivement, il a ét€ montré chez les embryons
de poulet que ’ovaire est plus steroidogéniquement actif que le testicule (Guichard A. et
al., 1979). Notamment, l'activité aromatase est 100 fois plus importante dans l'ovaire a des
stades précoces du développement (Imataka H. er al, 1988). A l'inverse chez les
mammiféres, le testicule est stéroidogéniquement plus actif que l'ovaire au début du
développement (Jost A., 1970).

Chez les espéces TSD, la régulation de I’expression de Sfl semble étre modulée par
la température d’incubation et le contenu en cestrogénes des embryons en développement
(Fleming A. et Crews D., 2001). En effet, chez la tortue Trachemys scripta, le traitement
par des cestrogénes conduit au développement femelle aprés la diminution de I’expression
de Sfl. A VPinverse, le traitement avec un inhibiteur de I’aromatase conduit a
I’augmentation de I’expression de Sfl et a un développement male (Fleming A. et Crews
D., 2001; Crews D. et al., 2001). Chez la grenouille Rana catesbeiana, 1’exposition des
larves a un polluant industriel, un xéno-cestrogéne (octylphénol), pendant 24 heures
accélére la différenciation gonadique des individus males et femelles et altere 1’expression

sexuelle dimorphique de Sfl (Mayer L.P. ez al., 2003).

G) Le géne Dmrtl

Dmrtl est 1’élément le plus conservé dans la cascade génique de la différenciation

sexuelle. Il joue un role critique dans la différenciation testiculaire chez les vertébrés.

a) structure moléculaire

Le géne Dmrtl contient 5 exons (Ottolenghi C. ef al., 2002) et code un facteur de
transcription contenant un motif de liaison a ’ADN : le domaine DM (Fig.12) (Raymond
C.S. et al., 1998). Un domaine riche en proline et sérine, nommé domaine P/S, est situé du
c6té C-terminal de la protéine (Brunner B. ef al., 2001). DMRT]1 présente une similarité de

séquence avec la protéine DSX-M de la drosophile et la protéine MAB-3 du nématode
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aussi chez Acropora millepora (Raymond C.S. et al., 1998; Miller S.W. et al., 2003). Chez
les vertébrés, Dmrtl montre une expression spécifique des gonades méles des poissons a
I’homme (Brunner B. et al., 2001).

Chez la souris, Dmrtl est détecté a des stades précoces du développement
embryonnaire dés 9,5 jpc, dans les crétes génitales males et femelles (Raymond C.S. et al.,
1999b). A des stades plus tardifs de la différenciation sexuelle, son expression n’est
maintenue que dans les gonades XY (Raymond C.S. ef al., 1999b; De Grandi A. et al.,
2000). L’analyse de souris knock-out Dmrtl” démontre que ce géne est impliqué dans la
différenciation testiculaire. Effectivement, alors que les femelles sont normales et fertiles,
les souris males Dmrt1™ présentent des défauts sévéres au niveau du testicule : absence de
cellules germinales et cellules de Sertoli non différenciées (Raymond C.S. et al., 2000).
Ceci suggere pour Dmrtl un role dans la différenciation des cellules de Sertoli, la
formation des tubes séminiféres et la spermatogenése (Raymond C.S. et al., 2000).

L’implication de Dmrtl dans la différenciation testiculaire a également été décrite
chez les poissons (Marchand O. et al., 2000; Guan G. et al., 2000). Chez le poisson
hermaphrodite Acanthopagrus schlegeli, le niveau d’expression de Dmrt1 est corrélé avec
le changement de sexe (He C.L. ef al., 2003). Cette espéce est hermaphrodite protandre :
les males sont fonctionnels pendant deux ans, puis une inversion sexuelle a lieu lors de la
troisieme année. Chez la grenouille Rana rugosa, 1’expression testicule spécifique n’est
détectée qu’aprés la métamorphose, aucun signal n’est observé dans les gonades
indifférenciées ou dans 1’ovaire (Shibata K. et al., 2002). Chez cette espéce, le traitement
de gonades XX par de la testostérone entraine une inversion sexuelle accompagnée de
I’expression de Dmrtl suggérant qu’il est également impliqué dans la différenciation
testiculaire chez les amphibiens (Shibata K. et al., 2002). 11 en est de méme chez le 1ézard
Calotes versicolor, ou Dmrtl, effecteur de la différenciation male, active la prolifération et
la différenciation des cellules de Sertoli (Sreenivasulu K. et al., 2002).

Chez d’autres especes, Dmrtl semble intervenir plus précocement au cours de la
détermination sexuelle male. Chez le poulet, Dmrtl est exprimé dans les crétes génitales
des embryons males et femelles avant I’approche de la différenciation sexuelle, puis, son
expression devient plus importante dans les gonades ZZ (Raymond C.S. et al., 1999b;
Smith C.A. et al., 1999b). Le géne Dmrtl a été localisé sur le chromosome Z du poulet
suggérant que le haut niveau d’expression de Dmrtl chez les individus males pourrait
refléter la présence de deux copies de ce geéne lié¢ au Z (Nanda L. et al., 1999). Cependant,

I’induction de I’inversion sexuelle de femelles génétiques par un inhibiteur de I’aromatase
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a montré un haut niveau d’expression de Dmrtl indiquant que cette expression ne refléte
pas une différence de dosage entre les deux sexes mais une implication active dans le
développement male (Smith C.A. et al., 2003). Chez ’homme, Dmrt1 est aussi exprimé au
moment de la détermination sexuelle, en méme temps que SRY dans la gonade XY alors
qu’aucun transcrit n’est détecté dans I’embryon XX a cette période (Moniot B. et al.,
2000). Chez les reptiles TSD, Dmrt1 représente le premier géne différentiellement exprimé
avant I’approche de la différenciation sexuelle. Chez les tortues Trachemys scripta et
Lepidochelys olivacea ainsi que chez 1’alligator, 1’augmentation de I’expression de Dmrtl
a température masculinisante précéde 1’expression de Sox9 dans les embryons males
(Smith C.A. et al., 1999b, Kettlewell J.R. et al., 2000; Torres Maldonado L.C. et al., 2002;
Murdock C. et Wibbels T., 2003a).

Dans le testicule adulte, Dmrtl est principalement exprimé dans les cellules de
Sertoli et les cellules germinales (Raymond C.S. et al., 1999b; Smith C.A. et al., 2003;
Aoyama S. et al., 2003; Pask A.J. et al., 2003). Chez les femelles adultes, Dmrtl a aussi
¢té détecté dans 1’ovaire de la souris et du wallaby (Pask A.J. er al., 2003), du poulet
(Smith C.A. et al., 2003), de la truite (Marchand O. et al., 2000) suggérant que Dmrtl joue
aussi un réle tardif dans la fonction ovarienne. Dans [’ovaire adulte de la souris et du
wallaby, la protéine Dmrtl est localisée dans les cellules de la granulosa et les cellules
germinales suggérant qu’il est impliqué dans la folliculogenése et la maturation ovocytaire
(Pask A.J. et al., 2003). Chez le 1ézard Calotes versicolor, Dmrtl est aussi détecté dans les
cellules germinales de 1’ovaire en développement, suggérant qu’il intervient dans la
gamdétogenese en activant la prolifération des cellules germinales a la fois dans I’ovaire et

le testicule (Sreenivasulu K. ez al., 2002).

H) Les autres génes de la différenciation méle

L’analyse de banques de cDNA enrichies en transcrits spécifiques maéles ou
femelles, réalisées par hybridation soustractive ou differential display a 1’approche de la
différenciation sexuelle chez la souris, a permis d’isoler de nombreux genes. Le gene
Maestro (Male specific transcription in the developing reproductive organs) qui code une
protéine nucléaire contenant des répétitions HEAT-like, présente une expression spécifique
maéle avant et apres la différenciation testiculaire (Smith L. et al., 2003). Le géne testatine,
codant pour un inhibiteur de protéases, est détectable des le stade 9,5 jpc dans les gonades
maéles et femelles mais son expression n’est maintenue que chez les males (Tohonen V. et

al., 1998; Kanno Y. et al., 1999). Deux autres génes, nexine-1 et vanine-1, montrent une
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expression male spécifique avant le début de la différenciation gonadique. Nexin-1 et
vanin-1 codent respectivement pour un inhibiteur de protéase et une glycoprotéine de
surface impliquée dans l'induction de la migration des cellules du thymus (Grimmond S. et
al., 2000; Bowles J. et al., 2000).

Timp-1 (Tissue inhibitor of metalloproteinases) impliqué dans le remodelage de la
matrice extracellulaire durant le développement gonadique présente une expression
sexuellement dimorphique a partir de 12,5 jpc chez la souris : elle est restreinte aux
cellules de Sertoli (Guyot R. et al., 2003). L’expression différentielle «male spécifique» du
collagene de type II et IX dans les cellules de Sertoli au cours du développement joue aussi

un role dans la différenciation testiculaire et est régulée par Sox9 (McClive P.J. et Sinclair
A.H., 2003).

I) SRY : un répresseur de la voie femelle

La protéine SRY semble aussi agir comme un répresseur de la voie femelle. Ainsi,
un géne nommé «Z» a été envisagé comme inhibiteur des génes maéles chez les femelles
tandis que chez les individus méles, SRY inhiberait «Zy» directement ou indirectement et
permettrait ainsi la différenciation testiculaire. Cette hypothése permet d’expliquer les
inversions sexuelles femelles XY en présence dune protéine SRY normale ou la
surexpression du gene «Zy pourrait bloquer le développement male. L hypothése est aussi
applicable aux patients XX males : ces individus porteraient une mutation récessive au
niveau du géne «Z» autorisant 1’expression des caractéristiques males en 1’absence de la
protéine SRY (McElreavey K. et al., 1993).

Sox3, un geéne localisé sur le chromosome X, a été supposé étre le géne «Z»
(Stevanovic M. et al., 1993; Foster JW. et Graves J.A., 1994). 1l a été proposé que Sox3
pourrait bloquer ’action de Sry (Graves J.A., 1998). A I'inverse, Sox3 serait inhibé par
SRY au cours du développement male. Cette hypothese est confortée par la présence
simultanée des transcrits Sox3 et Sry (Collignon J. er al., 1996). Cependant, aucune
mutation au niveau du géne Sox3 n’a été détectée chez des patients XX ou XY présentant
une dysgénésie gonadique (Lim H.N. ef al., 2000). De méme, chez des patients XY, des
délétions de Sox3 causent un retard mental mais n’empéchent pas le développement sexuel
male (Stevanovic M. et al., 1993). Récemment, la délétion du géne Sox3 chez la souris n’a
aboutit a aucune inversion sexuelle, démontrant qu’il n’était pas impliqué dans la
détermination sexuelle (Weiss J. ef al., 2003). En outre, chez le poulet, Sox3 est détecté a

haut niveau dans les gonades des deux sexes sans aucun dimorphisme (Smith C.A. et al.,
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1999c¢). Chez les marsupiaux, Sox3 n’a conservé que son rdle dans le développement du
systtme nerveux central, il n’est pas détecté pendant la période critique de la
différenciation sexuelle (Pask A.J. et al., 2000). Cependant, Sox3 pourrait avoir conservé
son rdle dans la spermatogenése comme chez la souris et ’homme, puisque son messager
est présent dans le testicule adulte (Pask A.J. et al., 2000). Il a ét¢ montré récemment chez
des souris knock out Sox3”" que ce géne est aussi important pour le développement des
ovocytes, la différenciation testiculaire et la gamétogenese (Weiss J. ef al., 2003).

Dax-1 a aussi été supposé étre ce gene «Z». La découverte de ce géne est associée a
I’identification chez I’homme d’inversions sexuelles chez des individus XY portant une
duplication en tandem du bras court du chromosome X. Le locus responsable de cette
inversion, nommé DSS (Dosage Sensitive Sex reversal), correspond a une région de 160kb
qui jouerait un role au cours du développement ovarien (Bardoni B. ef al., 1994). La
délétion de ce locus DSS n’affecte pas le développement testiculaire, mais cause une
hypoplasie surrénalienne congénitale (AHC) et un hypogonadisme hypogonadotrope
(HHG) (Muscatelli F. et al., 1994). La recherche de génes présents dans cette région du
chromosome X a permis d’isoler le géne Dax-1 (DSS-AHC critical region on the X, genel)
(Zanaria E. et al., 1994). Les mutations de Dax-1 sont responsables de I’AHC (Muscatelli
F. et al., 1994).

Dax-1 a été décrit comme un déterminant ovarien qui réprime le développement
testiculaire. Les études d’expression chez la souris sont en accord avec un role de Dax-1
dans la détermination sexuelle. Chez la souris et ’homme, Dax-1 est détecté dans les crétes
génitales méles et femelles en méme temps que Sry avant de diminuer chez les embryons
maéles (Swain A. et al., 1996; Hanley N.A. et al., 2000). De plus, des souris XY portant des
copies supplémentaires de Dax-1 présentent une inversion sexuelle (Swain A. et al., 1998).
Néanmoins, la perte de la fonction de Dax-1 chez des souris femelles XX n’affecte pas le
développement ovarien ni la fertilité (Yu R.N. ef al., 1998). Par conséquent, Dax-1 ne peut
pas étre un géne déterminant ovarien en dépit de son action antagoniste sur SRY. Il semble
plut6t jouer un réle critique dans la spermatogenése puisque le knock-out Dax1” chez les
individus maéles entraine une dégénérescence progressive de 1’épithélium testiculaire
germinal et conduit a une stérilit¢ male (Yu R.N. ef al, 1998). Au cours de la
différenciation testiculaire, Dax-1 exerce un role crucial en régulant le développement des
cellules myoides péritubulaires et la formation correcte des cordons testiculaires (Meeks
J.J. et al., 2003a; Meeks J.J. et al., 2003b).

Chez le poulet, comme chez la tortue Lepidochelys olivacea, le profil d’expression
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de Dax-1 est similaire & celui de la souris (Smith C.A. et al., 2000; Torres Maldonado L.C.
et al., 2002). Par contre, chez la grenouille Rana rugosa, I’expression de Dax-1 diminue
graduellement pendant le développement ovarien (Sugita J. et al., 2001). Par conséquent,
Dax-1 semble plutdt étre impliqué dans le développement testiculaire chez la grenouille et
le développement ovarien chez la tortue et le poulet. Chez 1’alligator et le tilapia, aucune
différence entre les individus males et femelles n’a été détectée (Western P.S. et al., 2000;
Wang D.S. et al., 2002).

La protéine DAX-1 interagit avec la protéine SF1, sans modifier sa liaison a ’ADN
mais en inhibant son activité transcriptionnelle (Ito M. ef al., 1997). Pour ce faire, grace a
son domaine de répression présent dans la partic C-terminale,‘ DAX-1 recrute des co-
répresseurs qui interférent avec la protéine SF1 (Crawford P.A. ef al., 1998). Récemment,
une interaction directe entre les protéines SF1 et DAX1 via le motif LXXLL présent dans
la partie N-terminale de DAX-1 a été démontrée (Suzuki T. et al., 2003).

Par ailleurs, la protéine SF1 active la transcription du géne Dax-1. En effet,
I’expression de Dax-1 est diminuée chez les souris Sf17 et un site de liaison pour la
protéine SF1 a été identifié dans le promoteur de Dax-1 (Ikeda Y. et al., 1996; Kawabe K.
et al., 1999). L’analyse de souris transgéniques a montré 1’implication de SF1 dans la
régulation de I’expression de Dax-1 au niveau des gonades en développement in vivo
(Hoyle C. et al., 2002). Néanmoins, ’expression de Dax-1 n’étant pas totalement éteinte
chez les souris Sf17", d’autres facteurs doivent intervenir dans cette régulation (lkeda Y. et
al., 1996). Dax-1 semble ainsi pouvoir réguler sa propre expression puisqu’un site de
liaison pour Dax-1 a été retrouvé dans son promoteur (Zazopoulos E. et al, 1997).
D’autres facteurs comme WT1 (-KTS) coopérent avec un co-activateur, FHL2, pour
activer la transcription de Dax-1 mais ce dernier semble également réguler I’expression de
Wnt4 (Kim J. ef al., 1999; Du X. et al., 2002; Sim E.U. et al., 2002). Ce dernier géne, un
membre de la famille Wingless, est aussi impliqué dans 1’activation du geéne Dax-1
(Mizusaki H. et al., 2003; Jordan B.K. ef al., 2001).

Au cours du développement male, il a été suppos€ que Sry pouvait bloquer ’action
de Dax-1 via Wnt-4, qui joue un réle dans la différenciation sexuelle femelle (Vainio S. et
al., 1999). En effet, le profil d’expression coincide, le niveau de transcrits Wnt4 est
diminué & 11,5 jpc dans les embryons males tandis que Dax-1 ne baisse qu’a 12,5 jpc. Pour
ce faire, Sry pourrait bloquer la fonction de Wnt4 en interférant avec la cascade de
signalisation. Ceci a déja été montré chez le xénope ou Sox3, le plus proche homologue de

Sry, inhibe directement la voie de signalisation Wnt (Zorn A.M. et al., 1999). Chez les
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souris femelles, le knock-out de Wnt4 conduit 4 une inversion sexuelle avec une
persistance des canaux de Wolff, une absence des canaux de Miiller et un développement
des cellules de Leydig. Ainsi, Wnt4 joue un role important dans le controle de la
féminisation, en inhibant la stéroidogenése dans les gonades femelles (Vainio S. ef al.,
1999). Chez I’homme, un patient XY présentant une duplication d’une partie du
chromosome 1 contenant Wnt4 montre une inversion sexuelle illustrant I’importance du
dosage des génes dans la différenciation sexuelle (Jordan B.K. et al., 2001). De plus, la
surexpression du géne Wnt4 conduit a la surexpression de Dax-1 suggérant une régulation
de Dax-1 par Wnt4 (Jordan B.K. et al., 2001). Cette hypothése est confortée par les études
in vivo qui montrent que I’expression de Dax-1 est diminuée chez des souris femelles
Wnt4” (Mizusaki H. et al., 2003). Au cours de la voie de signalisation Wnt, les protéines
B-caténine et TCF interagissent et se lient sur les éléments de réponse TCF (Dale T.C.,
1998). Ces derniers ont été trouvés au niveau du promoteur de Dax-1 chez la souris
démontrant un contréle direct de Dax-1 par la voie de signalisation Wnt4 (Jordan B.K. et
al., 2001). En fait, la B-caténine interagit avec la protéine SF1 et induit I’activation
transcriptionnelle de Dax-1 (Jordan B.K. et al., 2001).

La surexpression de Wnt4 interfere avec le développement normal de la
vascularisation gonadique male et la synthese de la testostérone. En fait, Wnt4 supprime la
transcription des génes de la stéroidogenese induite par la protéine SF1 en empéchant le

synergisme fonctionnel entre les protéines SF1 et B-caténine (Jordan B.K. et al., 2003).

J) un géne déterminant ovarien : FoxI2

Le syndrome BPES (Blepharophimosis Ptosis and Epicanthus inversus Syndrome)
est une maladie humaine complexe caractérisée par des malformations des yeux et d’autres
anomalies faciales. Il existe deux types de BPES : le type I est caractérisé par un arrét du
développement ovarien prématuré chez de nombreuses patientes tandis que le type II
présente des fonctions ovariennes normales (Zlotogora J. ef al., 1983). FoxI2, un geéne
codant un facteur de transcription forkhead, semble agir comme un déterminant précoce de
la différenciation ovarienne, et des malformations prématurées de I'ovaire en
développement contribuent au phénotype BPES. Des mutations localisées a I’intérieur de
la région codante ont ¢été identifiées chez des patients atteints de ce syndrome (Crisponi L.
et al.,2001; De Baere E. et al., 2001; Udar N. et al., 2003).

FoxI2 est le premier marqueur connu de la différenciation ovarienne chez les
mammifeéres. Chez la souris, 1’expression de Foxl2 augmente dans 1’ovaire peu apres la
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détermination sexuelle (Cocquet J. et al., 2002). De méme, chez les oiseaux, FoxI2 est un
des premiers génes de la cascade de la différenciation du sexe (Loffler K.A. et al., 2003).
FoxI2 semble également jouer un réle de déterminant ovarien chez la tortue Trachemys
scripta. En effet, I’expression de Fox12 est plus importante a température féminisante dés
le stade 15, moment ou Dmrtl est plus important & température masculinisante (Loffler
K.A. et al., 2003). Ainsi, la fonction de Foxl2 dans la différenciation ovarienne semble
conservée chez les vertébrés.

Chez la chevre et le porc, Fox12 est aussi impliqué dans la différenciation ovarienne
précoce (Pailhoux E. ef al., 2001a; Pailhoux E. ef al., 2001b). Chez la chévre, la mutation
PIS (Polled/Intersexed Syndrome) correspond a une délétion de 11,7 kb qui entraine des
inversions sexuelles XX (Pailhoux E. et al., 2001a). Elle affecte un locus crucial pour la
différenciation ovarienne contenant au moins deux genes : Fox12 et Pisrt] (PIS Regulated
Transcript 1), un ARN non codant (Pailhoux E. et al., 2001a). Les gonades des chévres XX
PIS” inversées sexuellement présentent une diminution du niveau des transcrits aromatase
tandis que P’expression des génes males, comme Sox9 et AMH, est augmentée dés les
premiers stades de la différenciation gonadique (Pailhoux E. et al., 2002). Les résultats
démontrent que 1’absence des genes Foxl2 et Pisrt]l conduit & un arrét précoce de la
différenciation ovarienne. Chez la chévre, le geéne Pisrtl présente un haut niveau de
transcrits pendant les stades précoces de la différenciation ovarienne alors qu’il n’est
détecté que dans I’ovaire adulte chez la souris suggérant I’implication de mécanismes de
contrdle de la détermination sexuelle différents (Pannetier M. et al., 2003). En effet, Chez
la chevre, Pisrtl a ¢été supposé étre un facteur anti-testiculaire «Z». Il inhiberait
I’expression de Sox9 chez les individus femelles tandis que chez les maéles, SRY inhiberait

Pisrtl et permettrait I’expression de Sox9 (Pannetier M. et al., 2003).

2) Le role des stéroides dans la différenciation sexuelle

Chez les vertébrés non mammaliens, les traitements avec des cestrogénes ou des
androgénes modifient ou inversent la différenciation gonadique alors que chez les
mammiféres, la différenciation des gonades a lieu indépendamment de ces hormones.
Aprés une petite introduction sur la biosynthése des stéroides, nous présenterons
I’influence des hormones sexuelles sur la différenciation sexuelle chez les vertébrés non
mammaliens. Chez les mammiferes, nous développerons une petite partie sur le role tardif

des oestrogenes.
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A) Biosynthese des stéroides
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Figure 13 : Synthése des hormones stéroides sexuelles. Différentes enzymes sont impliquées dans
cette synthese : le cytochrome P450 Scc (Cyt P450 scc), le cytochrome P450 170 (Cyt P450 17ax), la 3p-

hydroxystéroide deshydrogénase (3B-HSD), la 17B-hydroxystéroide deshydrogénase (17B-HSD), la 50
réductase (So-red.) et le cytochrome P450 aromatase (P450 arom).
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La molécule précurseur des hormones stéroides est le cholestérol. La coupure de la
chalne latérale du cholestérol par le cytochrome P450 scc conduit & la formation de la
prégnénolone (Fig.13).

La testostérone pour étre active doit étre convertic en métabolites. Elle peut ainsi
étre convertie soit en dihydrotestostérone par la So-réductase, soit en cestradiol par

I’aromatase.

a) I’aromatase

L’aromatase est un complexe enzymatique faisant partic de la famille des
cytochromes P450, qui est localisé au niveau du réticulum endoplasmique. Elle est
composée d’une cytochrome P450 monooxygénase et d’une flavoprotéine NADPH
réductase. L’héme de la protéine est responsable de la liaison du substrat stéroide Cyg et
catalyse une série de réactions menant a la formation du noyau A phénolique
caractéristique des cestrogénes (Fig.14). La réaction enzymatique comprend trois étapes.
Le groupe méthyl Cj9 subit d’abord deux réactions d’hydroxylation puis une réaction de

peroxydation (Fig.14).
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Figure 14 : Réaction enzymatique catalysée par aromatase. Le schéma détaille les différentes
étapes de la réaction d’aromatisation de ’androsténedione en cestrone. La réaction nécessite 3 moles d’O, et
3 moles de NADPH pour une mole de substrat stéroide C,q métabolisé. (Modifi¢ d’aprés Amarneh B. et al,,
1993).

49



La diftérenciation sexuclle

b) Structure génomique et expression tissu spécifique de I’aromatase

L’aromatase est une enzyme hautement conservée a travers les classes de vertébrés.
Le geéne codant ’aromatase a été isolé chez ’homme, le rat, la souris, le poulet, la tortue
Malaclemys terrapin, le xénope, le tilapia, la truite (Corbin C.J. et al., 1988; Lephart E.D.
et al., 1990; Terashima M. et al., 1991; McPhaul M.J. ef al., 1988; Jeyasuria P. et Place
A.R., 1997; Miyashita K. et al., 2000; Chang X.T. et al., 1997, Tanaka M. ef al., 1992). Le
géne localisé sur le chromosome 15 chez ’homme, contient 10 exons et le site du début de
traduction est situé sur I’exon 2 (Chen S.A. ef al., 1988). La région 5’ du gene contient de
nombreuses séquences correspondant a 1’exon 1 non codant (Fig.15). Un mécanisme
d’épissage alternatif tissu spécifique a été mis en évidence chez les mammiféres (Bershtein
L.M., 1997). Ce dernier génére des transcrits avec des régions 5’ différentes mais une
région codante commune. Cette expression est dirigée par des promoteurs tissu-spécifiques
en amont des exons 1 non traduits (Simpson E.R. ef al., 1994). Les différentes régions
promotrices et les exons 1 non traduits s’étendent sur plus de 90 kb tandis que les exons
codants sont restreints a 30 kb de la séquence génomique (Sebastian S. et Bulun S.E.,
2001) (Fig.15).

La formation de transcrits aromatase comportant des régions 5° différentes est
également observée chez la souris ou trois variants Tov, Ttes et Tbr sont majoritairement
retrouvés dans 1’ovaire, le testicule et le cerveau respectivement. Leur expression tissu
spécifique est aussi dirigée par des promoteurs différents (Golovine K. et al., 2003). De
méme, chez ’oiseau Taeniopygia guttata, les isoformes présentent deux exons non codant
: la et 1b. L’isoforme contenant ’exon 1b est majoritaire dans ’ovaire tandis que celle
contenant I’exon la est présente a la fois dans le cerveau, le testicule et I’ovaire
(Ramachandran B. et al., 1999). Chez la raie, Dasyatis sabina, ’aromatase contient aussi
différentes 5> UTR dans ’ovaire, le rein et le cerveau (ljiri S. et al., 2000). En revanche
chez de nombreux téléostéens, deux transcrits provenant de deux genes différents ont été
isolés dans le cerveau et dans ’ovaire. Le géne aromB, est majoritairement exprimé dans le
cerveau tandis que le géne aromA, est principalement exprimé dans 1’ovaire (Kwon J.Y. et
al., 2001; Kishida M. et Callard G.V., 2001; Tchoudakova A. et Callard G.V., 1998;
Chiang E.F. et al., 2001b). Ces deux genes sont localisés sur des chromosomes différents
et proviennent siirement d’un événement de duplication ancien (Harvey S.C. et al., 2003;
Chiang E.F. et al., 2001b). Chez le poisson zebre, les deux formes A et B présentent 61%
d’identité de séquence (Kishida M. et Callard G.V., 2001). Chez la truite, les isoformes A

et B ont aussi ét¢ isolées, cependant un épissage alternatif au niveau du cerveau génére
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deux formes supplémentaires : I et II. La forme II est soluble puisqu’elle a perdu la partie
N-terminale transmembranaire qui s’insére dans le réticulum endoplasmique (Valle L.D. et
al., 2002). L’expression de l'aromatase chez le porc est unique par rapport aux autres
mammiféres : trois génes distincts codent trois isoformes différentes. Ces variants I, II, 111

sont exprimés dans l'ovaire, le placenta et les tissus embryonnaires respectivement (Graddy

L.G. et al., 2000).
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Figure 15 : Organisation génomique du géne de I’aromatase humaine. (A) La région 5’ du géne
contient de nombreuses séquences correspondant aux exons 1 non codant. Ces derniers contiennent différents
promoteurs tissu-spécifiques : du placenta (P), de la peau (S), du tissu adipeux (A), des tissus feetaux (F), du
cerveau (B), des os (Os), de I’ovaire (Ov). Chaque tissu contient une S’UTR unique générée par un €pissage
alternatif avec un site commun accepteur unique présent dans I’exon II (AG/GACT). La région codante est
identique et ne s’étend que sur 30 kb de la séquence génomique tandis que les différentes régions promotrices
et les exons 1 non codants s’étendent sur plus de 90 kb. (B) Structure du messager de I’aromatase dans
I’ovaire. La région codante comprend les exons II & X. 5’UTR correspond au premier exon non traduit
contrélé par le promoteur proximal II. Le cadre en blanc apres ’exon X correspond a la région 3’ non

codante (Modifié d’aprés Sébastian et Bulun, 2001).
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B) Récepteurs des stéroides

Les androgénes agissent via un seul type de récepteur AR (Trapman J. ef al., 1988)
tandis que 1’action des cestrogénes peut étre relayée par des récepteurs différents. Chez les
mammiferes, il existe deux types de récepteurs aux cestrogeénes : ERa (Walter P. et al.,
1985) et ERB (Kuiper G.G. ef al., 1996). Chez les vertébrés non mammaliens, un seul type
de récepteur aux cestrogeénes a été cloné chez les oisecaux (Jacobs E.C. ef al., 1997; Smith
C.A. et al., 1997), les reptiles (Bergeron J.M. et al., 1998; Sumida K. ez al., 2001) alors
que chez les poissons téléostéens trois types ont été identifiés : ERo, ERB et ERYy. Ce
dernier type (ERY) semble étre issu d’une duplication de ERB (Hawkins M.B. et al., 2000).
Chez Xenopus laevis, deux génes ERa ont été isolés : ERal et ERo2 tandis que chez

Xenopus tropicalis, deux récepteurs ERa et ERf ont été clonés (Wu K.H. et al., 2003).

C) Role des stéroides chez les mammiféres

Chez les mammiferes, ’implication des cestrogénes dans la spermatogencse a €té
démontrée par des études de knock-out du récepteur aux cestrogénes et de I’aromatase. En
effet, des souris ERaKO males sont stériles suite 4 une réduction du nombre et de la
motilité des spermatozoides dans 1’épididyme (Eddy E.M. ef al., 1996). Au contraire, des
souris ERBKO males sont fertiles (Krege J.H. et al., 1998) alors que les doubles mutants
ERoPKO males ont un phénotype similaire a celui des souris EROKO (Couse J.F. et al.,
1999). Les souris knock-out pour 1’aromatase, ArKO, sont initialement fertiles mais la
spermatogenese cesse progressivement pour s’arréter complétement a un an d’dge
démontrant une action directe sur le développement des cellules germinales et la fertilité
(Robertson K.M. et al., 1999).

Les souris doubles mutantes ERoBKO femelles présentent une transdifférenciation
des follicules ovariens en des structures ressemblant aux tubules séminiféres. Dans ces
derniers, on observe des cellules ressemblant aux cellules de Sertoli qui expriment des
marqueurs males comme ’AMH et SOX9 (Couse J.F. ef al., 1999; Dupont S. ef al., 2000).
L’expression ectopique de Sox9 dans les cellules de la granulosa précéde 1’apparition des
cellules de Sertoli (Dupont S. et al., 2003). Les souris ER0KO et ERBKO possédent des
ovaires normaux a la naissance et durant le développement néonatal mais au début de la
maturité sexuelle, le phénotype se distingue entre les deux types de souris knock-out. Les

souris ERaKO présentent un ovaire anovulatoire caractérisé par l'accumulation de
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follicules larges, hémorragiques et cystiques (Schomberg D.W. et al., 1999). Chez les
souris ERBKO, l'ovulation est peu fréquente et inefficace avec présence de petits corps
jaunes peu denses (Krege J.H. ef al., 1998). Les souris ArKO femelles ont un phénotype
ovarien normal avec présence de nombreuses cellules de la granulosa. Cependant, les
souris sont stériles a cause de l'arrét du développement folliculaire au stade de la formation
de ’antrum et une absence compléte de corps jaunes (Fisher C.R. ef al., 1998; Britt K.L. et
al., 2000). Avec l'age, le phénotype ovarien s'aggrave et a un an d'dge, il n'y a plus de
follicules secondaires, ni de follicules antraux et les follicules primaires deviennent
atrétiques. Donc, les oestrogénes sont nécessaires pour une folliculogénese et une
ovulation normale (Britt K.L. et al., 2000; Britt K.L. et al., 2001).

Chez les marsupiaux, les cestrogénes sont susceptibles d’affecter la différenciation
gonadique. En effet, le traitement d’individus génétiquement maéles avec du benzoate
d’cestradiol empéche la différenciation testiculaire (Coveney D. et al., 2001). 1l en est de
méme chez l'opossum Didelphis virginiana ou les gonades des males génétiques sont
féminisées par l'oestradiol tandis que la testostérone ne modifie pas la différenciation
sexuelle des gonades de femelles génétiques (Burns R.K., 1955).

Les androgénes sont importants pour le développement et le maintien des structures
secondaires (Voir chapitre suivant) mais aussi pour l'initiation et le maintien de la
spermatogénese. Chez des individus XY présentant le syndrome d'insensibilité aux
androgénes, quatre types de mutations différentes du récepteur aux androgénes ont été

identifiés (Brinkmann A.O., 2001).

D) Rdéle des stéroides chez les vertébrés non mammaliens

Chez les vertébrés non mammaliens, la stéroidogenése gonadique est
potentiellement active avant le début de la différenciation gonadique histologique. Les
enzymes exigées pour une stéroidogenése compléte sont présentes aux stades précoces
chez les embryons maéles et femelles. Ceci est le cas des poissons comme la truite (Van den
Hurk R. ef al., 1982; Govoroun M. ef al., 2001) et le tilapia (Hines G.A. ef al., 1999;
Nakamura M. et al., 1998), de la tortue Emys orbicularis (Picau C. et al., 2001) et du
poulet (Nomura O. et al., 1999).
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a) Le réle des androgénes

La testostérone peut masculiniser les amphibiens de la famille des Ranidae et des
Hylidae (Gallien L., 1962) ainsi que de nombreux poissons (Borg B., 1994). Chez les
reptiles, I’effet masculinisant de la testostérone est décrit uniquement chez le 1ézard
Calotes versicolor (Ganesh S. et Raman R., 1995). Chez la tortue Emys orbicularis, cette
hormone n’altére pas I’effet d’une température féminisante. Cependant, elle entraine la
féminisation totale ou partielle des embryons incubés a température masculinisante (Pieau
C., 1974). Cet effet paradoxal a non seulement été retrouvé chez d'autres especes TSD
(Wibbels T. et Crews D., 1992), mais aussi chez certains amphibiens (Gallien L., 1962;
Hayes T.B., 1998; Wallace H. et al., 1999). Il est expliqué par I’aromatisation de la
testostérone en cestradiol. Cette hypothe¢se a été confirmée par l'utilisation d'androgenes
non aromatisables comme la dihydrotestostérone (DHT). En effet, chez la tortue
Trachemys scripta, cet androgéne entraine une différenciation male accrue ou compléte a
température pivotante ou les deux sexes sont normalement obtenus en proportions égales
mais la descendance n’est pas totalement male & température féminisante (Crews D. et al.,
1996). Chez le xénope, la DHT et la méthyltestostérone induisent également une
masculinisation tandis que la testostérone n’a pas d’effet (Bogi C. et al., 2002). Cependant,
chez la tortue Trachemys scripta, le traitement des embryons avec un inhibiteur de la So
réductase, enzyme qui convertit la testostérone en DHT, n’empéche pas la différenciation
testiculaire a température masculinisante (Crews D. et Bergeron J.M., 1994). Néanmoins,
les androgenes 11-oxygénés semblent étre impliqués dans la différenciation testiculaire
chez les poissons. Effectivement, ils ont un effet masculinisant chez la truite (Van den
Hurk R. et Van Oordt P.G., 1985) et chez le tilapia (Baroiller J.F. et Toguyeni A., 1995).

L’expression dimorphique de la 11P hydroxylase chez la truite suggére que cette
enzyme est un facteur clé de la différenciation testiculaire. Elle est 100 fois plus exprimée
chez les individus males que chez les individus femelles avant 1’apparition des premiers
signes histologiques de la différenciation (Liu S. et al., 2000). De plus, le traitement de
femelles génétiques avec la 11 hydroxyandrostenedione entraine une masculinisation
méme a faible dose (Govoroun M. et al., 2001). Cependant, la 11 hydroxylase ne semble
pas jouer un role majeur chez le tilapia : son expression est faible au cours de la
différenciation testiculaire et ovarienne et n’augmente pas lors de la masculinisation de
femelles génétiques (D'Cotta H. ef al., 2001a). En conclusion, le role des androgénes dans

la différenciation sexuelle n’est pas encore clairement démontré.
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b) Le réle des cestrogénes

Les cestrogénes semblent jouer un réle crucial dans le développement ovarien chez
les vertébrés non mammaliens. Le traitement d'embryons mailes avec des oestrogénes
conduit a un effet féminisant chez de nombreux poissons (Yamamoto T., 1962), chez
plusieurs amphibiens (Hayes T.B., 1998; Wallace H. et al., 1999; Bogi C. ef al., 2002;
Saidapur S.K. et al., 2001), chez le poulet (Scheib D., 1983) mais aussi chez les espéces
TSD. Par exemple, I’injection d’cestrogénes dans les ceufs de la tortue Emys orbicularis
induit une différenciation ovarienne a température masculinisante (Picau C., 1996). Ceci
est également le cas chez ’alligator (Lance V.A. et Bogart M.H., 1992). Par ailleurs, la
température féminisante et les cestrogénes semblent exercer un effet synergique sur la
différenciation des gonades, la période thermosensible chevauchant la période
hormonosensible (Crews D. ef al., 1994).

Ce rdle des cestrogénes est confirmé par 1’utilisation d’anti-cestrogénes qui, chez
certaines especes, conduisent a une masculinisation. L’utilisation du tamoxiféne, un
antioestrogéne empéchant la liaison des cestrogenes sur leurs récepteurs, entraine une
masculinisation chez le poulet (Scheib D., 1983) et la tortue Emys orbicularis (Dorizzi M.
et al., 1991). Néanmoins, le tamoxiféne n’a pas d’effet chez la truite et le tilapia, I’alligator
et la tortue Trachemys scripta (Guiguen Y. et al., 1999; Lance V.A. et Bogart M.H., 1991,
Wibbels T. et Crews D., 1992).

En conclusion, le niveau d’cestrogénes semble jouer un réle important pour diriger
la différenciation ovarienne. Par conséquent, le niveau d’aromatase, ’enzyme responsable
de la conversion des androgénes en cestrogenes, est un élément clé de la différenciation

ovarienne chez les vertébrés non mammaliens.

c) L’aromatase

* Mesure d’activité
Chez les vertébrés non mammaliens, les mesures d’activité aromatase sont en
accord avec une implication des cestrogénes dans la différenciation ovarienne : chez les
reptiles TSD, P’activité aromatase est faible au début de la TSP puis elle augmente
exponentiellement durant la différenciation ovarienne. Ceci a été observé chez la tortue
Emys orbicularis (Desvages G. et Pieau C., 1992), le crocodile Crocodylus porosus (Smith
C.A. et Joss J.M., 1994b) et I’alligator Alligator mississipiensis (Smith C.A. et al., 1995).

Les résultats sont similaires chez les poissons comme le tilapia et la truite (Guiguen Y. et
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al., 1999) ainsi que chez le poulet (Elbrecht A. et Smith R.G., 1992).

* Mesure d’expression

Les résultats des mesures d’activités sont corrélés avec ceux des études
d’expression. Chez le poulet, les transcrits aromatase sont uniquement détectés dans les
gonades femelles, juste aprés le début de la différenciation gonadique tandis que le
récepteur ERav est exprimé dans les deux sexes avant le début de la différenciation
gonadique (Yoshida K. ef al., 1996; Smith C.A. et al., 1997). L’expression différentielle de
I’aromatase et de ER permet d’expliquer le développement ovarien unilatéral chez les
oiseaux. En effet, I’absence de transcrits ER dans la gonade femelle droite a pour
conséquence la régression de cette gonade (Andrews J.E. ef al., 1997; Nakabayashi O. et
al., 1998). Chez le poulet et le xénope, le début d’expression de 1’aromatase est corrélé
avec les premiers signes histologiques de la différenciation gonadique (Yoshida K. ef al.,
1996; Miyashita K. et al., 2000).

Cependant, 1’expression ou 1’activité de 1’aromatase ne semble pas toujours initier
la différenciation ovarienne mais semble exercer un réle essentiel plus en aval dans la
cascade de la différenciation sexuelle. En effet, chez I’alligator, I’augmentation de
I’activité aromatase chez les femelles n’est détectée qu’apres la TSP (Milnes M.R. ef al.,
2002). En parall¢le, le niveau de transcrits aromatase n’est pas différent entre les embryons
males et femelles jusqu’a la fin de la TSP puis il augmente a température féminisante
(Gabriel W.N. et al., 2001). Il en est de méme chez la tortue Trachemys scripta (Murdock
C. et Wibbels T., 2003b). Chez le tilapia, les transcrits aromatase sont présents dans les
gonades males et femelles mais 1’augmentation du niveau des transcrits chez les femelles
n’a lieu qu’aprés ’initiation de la différenciation sexuelle (Kitano T. et al., 1999; Kwon
LY. et al., 2001). Chez ce poisson et la truite, les transcrits aromatase dans les gonades
femelles sont 100 fois plus nombreux que dans les gonades males (Guiguen Y. et al.,
1999).

Ainsi, ’augmentation de Dactivité et de 1’expression de [’aromatase est
indispensable pour la différenciation ovarienne et le maintien d’un faible niveau
d’expression est exigé pour la différenciation testiculaire.

Effectivement, chez la tortue Malaclemys terrapin, le traitement d’embryons par
des cestrogénes au stade 14, soit au début de la période thermosensible, induit
I’augmentation de I’expression de I’aromatase a température masculinisante (Place A.R. et

al., 2001). De méme, chez le medaka, la féminisation d’individus juvéniles génétiquement
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males par l'exposition a des concentrations élevées de 170 éthinylestradiol pendant deux
mois induit une augmentation de I’expression de 1’aromatase (Scholz S. et Gutzeit H.O.,
2000). Chez la truite, I’action masculinisante des androgénes 11-oxygénés s’accompagne
d’une réduction de I’expression de 1’aromatase qui semble nécessaire pour induire la

différenciation testiculaire (Govoroun M. et al., 2001).

* Inhibiteurs d’aromatase

L'implication de 'aromatase dans la différenciation sexuelle a été¢ confirmée par
l'utilisation d'inhibiteurs.

Le traitement d’embryons de poulet femelles (ZW) avec le fadrozole, un inhibiteur
d'aromatase empéchant la conversion des androgénes en cestrogeénes, meéne a la formation
de deux testicules (Elbrecht A. et Smith R.G., 1992). Chez cette espece, 1’inversion
sexuelle induite par 1’injection du fadrozole au début du développement embryonnaire,
conduit & une transdifférenciation de 1’épithélium ovarien en épithélium testiculaire
(Vaillant S. et al., 2001a). Elle est accompagnée de la co-expression des trois genes
marqueurs males chez le poulet : Sfl, Sox9 et AMH (Vaillant S. ef al., 2001b). Les
niveaux de testostérone et d’cestradiol dans le plasma de ces femelles sont de bons
indicateurs du degré d’inversion sexuelle avant la différenciation gonadique (Vaillant S. et
al., 2003). Le fadrozole a également un effet masculinisant chez le tilapia (Kwon J.Y. et
al., 2000; Afonso L.O. et al., 2001), les tortues Emys orbicularis, Trachemys scripta et
Chelydra serpentina (Dorizzi M. et al., 1994; Wibbels T. et Crews D., 1994) et une espéce
parthénogénétique de 1ézard Cnemidophorus uniparens (Wennstrom K.L. et Crews D.,
1995). Chez Xenopus laevis, le traitement de gonades XX en culture avec le méme
inhibiteur conduit a un phénotype maéle (Miyata S. et Kubo T., 2000). Chez le poisson
hermaphrodite Acanthopagrus schlegeli, le changement de sexe dépend du niveau des trois
composantes : cestradiol, activité aromatase et ER dans le tissu ovarien. L’implication de
I’aromatase dans ce processus est démontrée puisque des inhibiteurs de 1’aromatase
comme le fadrozole bloquent le changement de sexe (Lee Y .H. ef al., 2001).

L’inversion sexuelle induite par les inhibiteurs d’aromatase est la conséquence de la
diminution de la quantité d’oestrogénes dile a une réduction de 'activité ou de I’expression
de P’aromatase. Chez le poisson Paralichthys olivaceus, le traitement de femelles
génétiques avec la 170 méthyltestostérone (inhibiteur d'aromatase) ou le fadrozole, induit
une inversion sexuelle ainsi que la suppression de I’expression de 1’aromatase (Kitano T. et

al., 2000). De méme, chez le tilapia et la truite, le traitement avec un inhibiteur
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d’aromatase (ATD) entraine une diminution de 1’activité aromatase et une masculinisation
(Guiguen Y. et al., 1999). Chez Rana catesbeiana, la 4-hydroxyandrostenedione
(inhibiteur de P’aromatase) bloque [’activité aromatase des ovaires résultant en une
accumulation de testostérone et en la transformation des ovaires en testicules (Yu N.W. ef
al., 1993). De méme, chez la grenouille Rana rugosa, le haut niveau de transcrits AR, deux
fois plus élevé chez les males par rapport aux femelles, supprime directement ou
indirectement l'expression de 1'aromatase et induit la différenciation testiculaire (Ohtani H.
et al., 2003).

Par conséquent, I’aromatase joue un réle cl¢ dans la conversion des androgénes en
oestrogenes au cours de la différenciation ovarienne chez les vertébrés non mammaliens.
Chez Emys orbicularis, la différenciation d’un ovotestis a m&me pu étre induit par un
traitement avec un inhibiteur d’aromatase commencé a des stades tardifs du
développement embryonnaire, entre la fin de la TSP et I'éclosion. La transdifférenciation
des lacunes ovariennes en cordons testiculaires est observée chez les animaux qui

présentent la plus faible activité aromatase au début du traitement (Belaid B. et al., 2001).

* Effet de la température

La température modifie I’expression du gene de 1’aromatase au cours de la
différenciation gonadique.

En effet, chez Malaclemys terrapin, le niveau de transcrits aromatase augmente
dans les gonades a température féminisante tandis qu’il reste faible a température
masculinisante (Jeyasuria P. et Place A.R., 1997). Ceci est également le cas chez ’alligator
(Gabriel W.N. ef al., 2001). 1l en est de méme chez le tilapia, la masculinisation de
femelles génétiques par une température d’élevage importante entraine une répression du
géne de ’aromatase (D'Cotta H. et al., 2001b). Cette inhibition est indépendante de 1’effet
masculinisant puisque 1’élevage de males a la méme température conduit aussi a une
diminution de 1’expression de 1’aromatase (D'Cotta H. er al., 2001b). Des résultats
similaires ont été observés chez le poisson Paralichthys olivaceus ou I’inversion sexuelle
de femelles génétiques par 1’augmentation de la température d’élevage entraine la
suppression de 1’expression de I’aromatase (Kitano T. ef al., 1999). Ainsi, la température
semble réguler directement ou indirectement I’expression de cette enzyme chez les espéces
dont le déterminisme est sensible a la température. La température n’agit pas qu’au niveau
gonadique, elle peut également exercer une influence au niveau cérébral. En effet, chez le

tilapia Oreochromis mossambicus, la température modifie 1’expression des génes
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aromatase, ERa et ERP durant le processus de différenciation sexuelle du cerveau (Tsai
C.L. et al., 2003). Un facteur thermosensible présent dans le cerveau pourrait étre la cible
de la température et ainsi diriger la différenciation sexuelle gonadique chez les especes
TSD. En effet, chez la tortue Trachemys scripta, le cerveau semble &tre un site de réponse
a la température puisqu’une activité différenticlle de ’aromatase est détectée au niveau du
cerveau durant la TSP alors qu’aucune différence n’est observée dans les gonades (Crews

D. et al., 2001; Willingham E. ef al., 2000).

* Aromatase, cerveau et différenciation gonadique

Le cerveau est un site de synthése de stéroides. Notamment, I’aromatase a été
détectée dans de nombreuses régions du cerveau adulte chez de nombreuses especes. Elle
est principalement présente au niveau des aires impliquées dans le contrdle du
comportement reproducteur : le bulbe olfactif, le télencéphale, I’hypothalamus et
I’hypophyse (Forlano P.M. et al., 2001; Menuet A. ef al., 2003; Gabriel W.N. et al., 2001;
Kato J. et al., 1997; Gonzalez A. et Piferrer F., 2003; Chiang E.F. et al., 2001b; Tong S.K.
etal.,2001).

Chez l’oiseau Taeniopygia guttata, le télencéphale est la source majeure de
synthése d’cestrogénes (Shen P. ef al., 1994). Chez ces derniers, ’aromatase est impliquée
dans la différenciation sexuelle du comportement et participe au développement du chant
chez le male (Bottjer S.W. er al., 1985; Schlinger B.A. et Amold A.P., 1991a). Les
androgénes semblent aussi affecter le systetme de chant des oiseaux (Schlinger B.A. et
Arnold A.P., 1991b). Notamment, la testostérone semble réguler 1’aromatase
télencéphalique puisque la masculinisation du chant de la femelle dfie & un traitement a la
testostérone conduit a une augmentation de I’expression et de ’activité de 1’aromatase dans
le striatum caudomédial (Fusani L. et al., 2001).

Chez la caille, le développement du comportement sexuel est contr61é par le noyau
hypothalamique qui est plus large chez les femelles que chez les males, mais 1’activité
aromatase est plus importante chez ces derniers. Cette enzyme semble jouer un role
important puisque le traitement par des inhibiteurs d’aromatase réduit le comportement
copulateur male (Balthazart J., 1997). Chez le 1ézard Cnemidophorus guttata, les
récepteurs ER et PR (Récepteur progestérone) sont différenticllement régulés et
augmentent lors d'un traitement au benzoate d'cestradiol dans une aire du cerveau qui
contréle le comportement sexuel adulte (Wennstrom K.L. et al., 2003). Chez Rana

esculenta, ’activité aromatase fluctue au cours du cycle reproducteur dans 1’hypothalamus
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(Guerriero G. et al., 2000).

Chez de nombreuses espéces de mammiféres, la production locale d'aromatase
semble étre impliquée dans la différenciation sexuelle du cerveau. Chez le rat, I’aromatase
présente une expression différentielle durant la période critique de la différenciation
sexuelle dimorphique du cerveau (Lauber M.E. ef al., 1997). Chez la souris, il existe un
dimorphisme sexuel dans des régions spécifiques du cerveau avec une plus haute
production d'cestrogeénes dans le cerveau male (Hutchison J.B. ef al., 1995). Une activité
aromatase plus importante dans le cerveau male par rapport au cerveau femelle est aussi
observée chez le poisson Dicentrarchus labrax durant la période de différenciation
gonadique (Gonzalez A. et Piferrer F., 2003). Il en est de méme chez la tortue Chelydra
serpentina, ol l’expression cérébrale du géne aromatase est trois fois supérieure a
température masculinisante qu’a température féminisante (Place A.R. ef al., 2001).

Au contraire, chez d'autres especes, le niveau d'activité aromatase est plus élevé
dans les cerveaux femelles. Ceci est le cas chez le tilapia et la tortue Trachemys scripta
(D'Cotta H. et al., 2001b; Willingham E. et al., 2000). Chez la tortue Malaclemys terrapin,
I’expression aromatase est plus importante dans le cerveau femelle par rapport au cerveau
male au début de la TSP (Jeyasuria P. et Place A.R., 1997). Puisque le cerveau présente
une expression sexuelle dimorphique de I'aromatase avant le début de la différenciation
gonadique, 11 a été¢ supposé qu'il pourrait constituer un relais dans la différenciation
gonadique chez les espéces TSD (Jeyasuria P. et Place A.R., 1998). Effectivement, chez
Trachemys scripta, aucune différence d’activité aromatase n’est détectée au niveau des
gonades au début de la TSP alors que Dactivité est plus élevée dans le cerveau femelle
(Willingham E. et al, 2000). De méme, chez la tortue Malaclemys terrapin,
I’augmentation d’expression dans le cerveau femelle précéde 1’expression gonadique chez
les femelles (Jeyasuria P. et Place A.R., 1997). Chez ces deux tortues, la température
agirait au niveau du cerveau en modulant directement ou indirectement I’activité ou
l'expression du géne de 1’aromatase. Chez le tilapia, la masculinisation de femelles
génétiques par une température d’élevage importante conduit & la répression de
I’expression de I’aromatase dans les gonades et a une diminution de 1’activité aromatase
d’environ 3 fois au niveau du cerveau suggérant que la répression peut aussi étre exigée
dans le cerveau afin de diriger la différenciation vers un testicule (D'Cotta H. e al,
2001b). Néanmoins, les études d’expression de 1’aromatase cérébrale ont montré une
augmentation du nombre de transcrits pendant la différenciation sexuelle avec peu de

différence entre les individus méles et femelles (Kwon J.Y. ef al., 2001). De méme, chez
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I’alligator, I’activité de 1’aromatase dans le cerveau n’est pas directement responsable de la
différence induite dans les gonades puisque Pactivité détectée dans le cerveau est aussi

importante durant la différenciation gonadique maéle et femelle (Milnes M.R. et al., 2002).

* Régulation de I’aromatase au niveau cérébral et gonadique

Chez Rana esculenta, 1’activité aromatase fluctue pendant le cycle reproducteur
dans I’hypothalamus alors que le niveau relatif des protéines aromatase change peu
suggérant I’implication de mécanismes de régulation post-transcriptionnels (Guerriero G.
et al., 2000). Chez la caille, I’activit¢ aromatase est contr6lée par deux mécanismes
différents. Une premiére régulation rapide par un processus Ca®" dépendant (Smin) et un
deuxiéme processus lent contr6lant la transcription (8h00). Un processus de
phosphorylation est impliqué dans la régulation rapide de I’activité aromatase. En effet,
Pactivité aromatase dans des homogénats hypothalamiques est rapidement diminuée dans
des conditions qui augmentent la phosphorylation des protéines. Cette diminution
d’activité est bloquée par des inhibiteurs de kinases (Balthazart J. er al., 2001). La
phosphorylation est réversible puisque [’activité aromatase est restaurée par des
phosphatases. 15 sites consensus de phosphorylation, au niveau de résidus serine, thréonine
et tyrosine, ont ét¢ identifiés sur la protéine aromatase mais seulement deux sont sensibles
aux protéines kinases qui affectent ’activité aromatase (Balthazart J. et al., 2003).

Dans les glandes surrénales et dans les gonades, SF1 est un régulateur
transcriptionnel positif d’un grand nombre d’enzymes stéroidogéniques (Lala D.S. ef al.,
1992). Notamment, le géne de 1’aromatase est activé par la liaison de SF1 sur son
promoteur chez le rat, ainsi que chez ’homme (Lynch J.P. ef al., 1993; Michael M.D. et
al., 1995). Un site de liaison pour la protéine SF1 a aussi été identifié dans la région
promotrice de I’aromatase du poulet (Kudo T. ef al., 1996) alors qu’il en existe deux chez
le medaka et le tilapia (Tanaka M. et al., 1995; Yoshiura Y. et al., 2003). Au niveau
cérébral, chez 1’oiseau Taeniopygia guttata, ’expression de 1’aromatase et de SF1 se
superposent dans 1’hypothalamus mais pas dans le télencéphale adulte. Ainsi, il a été
suppos€ que la protéine SF1 régulerait 1’aromatase uniquement dans 1’hypothalamus
(Agate R.J. et al., 2002). Chez les poissons, [’analyse des promoteurs des génes aromatase
A et B a révélé la présence de différents éléments de réponse impliquant des mécanismes
régulateurs différents. Le promoteur de ’aromatase A contient généralement des sites de
liaison CRE, ERE (Estrogen Responsive Element), AhR (Aryl hydrocarbon-responsive
element) et pour SF1 (Yoshiura Y. et al., 2003; Kazeto Y. et al., 2001; Tanaka M. et al.,

62



La diftérenciation sexuelic

1995; Tchoudakova A. et al., 2001). Le promoteur de I’aromatase B contient des éléments
de réponse pour CRE, ERE, PPARo/RXRo, GATA2 ct TATA (Kazeto Y. ef al., 2001,
Tchoudakova A. et al., 2001). Chez le poisson zebre, les génes aromatase A et B répondent
différemment aux cestrogenes. En effet, seule I’expression de I’aromatase B est augmentée
aprés une exposition a la 1700 méthyltestostérone, & I’éthinylestradiol ou a 1’cestradiol
(Trant J.M. et al., 2001; Kishida M. et Callard G.V., 2001). Comme pour ’aromatase A
des poissons, le site de liaison pour la protéine SF1 est uniquement présent au niveau du

promoteur ovarien chez I’oiseau Taeniopygia guttata (Ramachandran B. ef al., 1999).
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1V) La différenciation du tractus génital

A I’exception des cyclostomes et des poissons téléostéens, deux types de
gonoductes se mettent en place chez les vertébrés. Au début du développement, les deux
voies génitales sont similaires chez les individus méles et femelles (Fig.16). En fait,
I’embryon indifférencié contient a la fois les canaux de Wolff qui servent a I’évacuation
des gameétes chez les méles et les canaux de Miiller qui jouent un role identique chez les
femelles. Les hormones produites par la gonade vont diriger la différenciation du tractus
(Fig.16). Ceci a été¢ démontré par 1’étude de la différenciation du tractus apres 1’ablation
des gonades. En effet, chez le lapin, la castration précoce d’un feetus méle conduit au
développement d’un tractus femelle alors que 1’organogenése du tractus est normale chez
un foetus femelle (Jost A., 1947). Les résultats sont similaires chez la souris et le rat
(Raynaud A. et Frilley M., 1947, Wells LJ. et al., 1954), montrant que chez les
mammiferes, le sexe femelle correspond au sexe neutre. Ainsi, le testicule foetal élabore
des hormones qui vont stimuler la différenciation male du tractus et 1’involution des
canaux de Miller. Chez les oisecaux, les hormones des gonades des deux sexes
interviennent dans la différenciation des caractéres sexuels. En I'absence d'hormones, le
syrinx et le tubercule génital se développent vers la voie male tandis que les canaux de

Miiller sont de type femelles (Wolff Et. et Wolff Em., 1951).
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Figure 16 : Différenciation du tractus génital chez les mammiféres. (A) stade indifférencié. Les

deux systémes de canaux sont présents : canaux de Miiller (CM) et canaux de Wolff (CW). IIs se croisent,
fusionnent et entrent en connexion avec le sinus urogénital (Sug). Chez les mammiferes, le rein fonctionnel
est le métanéphros (Met). (B) Différenciation du tractus femelle. Les canaux de Miiller se maintiennent et se
différencient en oviducte (partie supérieure des voies génitales), en corne utérine (C.ut) et partie supérieure
du vagin (Va). (C) Différenciation du tractus male. Les canaux de Wolff donnent naissance au canal de
I’épididyme, au canal déférent (Cd) qui est uniquement génital chez les mammiferes, ce qui est différent des
amphibiens ot il est 4 la fois urinaire et génital, et aux vésicules séminales (Vs).

Epididyme (E), Gonades (G), Mésonéphros (Mes), Ovaire {O.), Prostate (P), Uretére (U), Uretére secondaire
(U2), Vessie (V) (Modifié d’aprés Gallien L., 1973).
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1) Différenciation du tractus méile

Chez les mammiféres, le testicule feetal synthétise des hormones comme la

testostérone, I’AMH et Insl3 (Leydig insulin like hormone).
A) Synthése de testostérone

La sécrétion d’androgénes par les cellules de Leydig est essentielle pour la
masculinisation du feetus. La testostérone est nécessaire au maintien des canaux de Wolff

et a leur différenciation en épididyme, canal déférent et vésicule séminale (Fig.16).

B) Synthése d’AMH

L’AMH est la premiére hormone produite par les cellules de Sertoli. Chez la souris,
elle est détectée 20 heures apres le début de I’expression de Sry (Hacker A. et al., 1995).
Elle va diriger la régression des canaux de Miiller chez les individus males.

L’AMH est une glycoprotéine homodimérique liée par un pont disulfure. Elle fait
partie de la famille des TGF[} et agit a travers deux types de récepteur (type I et type II).
Ces derniers sont des récepteurs serine / thréonine kinase possédant un domaine

transmembranaire unique (Mishina Y. ef al., 1999).

a) Expression de I’ AMH

Les analyses d’expression de I’AMH confirment sa présence dans les gonades
males au moment de la régression des canaux de Miiller. Chez les bovins males, I’AMH
est détectable pendant la différenciation des tubules séminiféres avec un pic au moment de
la régression des canaux de Miiller. Ce niveau d’expression est stable jusqu’a la naissance,
puis il diminue (Vigier B. et al, 1983). Les résultats sont similaires chez la souris,
I’homme et le poulet (Munsterberg A. et Lovell-Badge R., 1991; Josso N. ef al., 1993;
Eusebe D. ef al., 1996). Les études de délétion du geéne de I’AMH chez des souris maéles
confirment son implication dans la régression des canaux de Miiller. En effet, cette
mutation conduit au développement de pseudo-hermaphrodites avec la rétention des
canaux de Miiller (Behringer R.R. ef al., 1994). 1l en est de méme pour la mutation du
récepteur de type II chez la souris (Mishina Y. ef al., 1996, Belville C. et al., 1999). Chez
I’homme, le syndrome de persistance des canaux de Miiller peut étre lié a un défaut de
synthése d’AMH ainsi qu’a une mutation du récepteur de type 1l de I’AMH (Imbeaud S. et
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al., 1995). Le récepteur de type I : Bmprla (Bone morphogenetic protein receptor) est
aussi impliqué dans la régression des canaux de Miiller puisque sa mutation mene a la
persistance des oviductes et de I’utérus chez les individus génétiquement males (Jamin S.P.
et al., 2002). La voie de signalisation Wnt7a est importante pour activer 1’expression du
récepteur de I’AMH de type II. Chez des souris males Wnt7a™, les dérivés des canaux de
Wolff apparaissent normaux mais la régression des canaux de Miiller échoue a cause de
I’absence du récepteur de I’AMH (Miller C. et Sassoon D.A., 1998; Parr B.A. et McMahon
AP, 1998). La coopération des protéines SF1 et B-caténine conduit a P’activation du

récepteur de type II de I’AMH in vitro (Hossain A. et Saunders G.F., 2003).

b) Régulation de I’AMH

L’activation initiale de ’AMH, & 12 jpc chez la souris, nécessite des éléments
régulateurs proximaux situés a environ 370 pb en amont du site de transcription tandis que
le maintien de I’expression de I’AMH jusqu’a la puberté nécessite des éléments de réponse
plus en amont (Beau C. et al., 2001).

La régulation de I’expression de ’AMH dans les gonades méles est assez bien
décrite et implique I’interaction de plusieurs protéines. L’analyse du promoteur a révélé
des sites de liaison pour la protéine SF1 et la mutation de ces sites abolit I’expression de
I’AMH (Shen W.H. ef al., 1994). La protéine SF1 active la transcription de ’AMH a la
fois in vivo (Giuili G. et al., 1997) et in vitro (Barbara P.S. et al., 1998). Au cours de cette
activation, SF1 coopere avec la protéine WT1(-KTS). DAX-1 antagonise cette association
a travers une interaction directe avec la protéine SF1 (Nachtigal M.W. ef al., 1998). Le
promoteur de I’AMH contient aussi un élément de réponse GATA trés conservé.
L’expression dimorphique de Gata-4 fait de lui un régulateur potentiel de I’AMH (Viger
R.S. et al., 1998). En effet, la protéine SF1 peut interagir directement avec la protéine
GATA-4 pour réguler la transcription de I’hormone antimiillerienne (Tremblay J.J. et
Viger R.S., 1999). La protéine DAX-1 antagonise cette coopération entre GATA-4 et SF1
(Tremblay J.J. et Viger R.S., 2001). Une mutation G35E dans le géne SF1 humain cause
l'inversion sexuelle d’individus génétiquement males. En fait, SF1 n’agit plus en synergie
avec la protéine GATA-4 en dépit d'une interaction physique directe entre les deux
protéines (Tremblay J.J. et Viger R.S., 2003). Dans I’ovaire feetal, la protéine FOG2 est
capable de réprimer ’effet de GATA-4 sur ’activation de I’AMH in vitro (Anttonen M. et
al., 2003). La protéine SOX9 active aussi le promoteur de I’AMH in vitro (De Santa

Barbara P. et al., 1998). Elle coopére avec la protéine SF1 pour réguler ’expressfon de
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I’AMH. SOX9 et SF1 interagissent directement via le domaine de liaison & I’ADN de
SOX9 et la région C-terminale de SF1. SOX9 semble jouer un réle essentiel dans
I’initiation de la transcription de I’AMH puisque des mutations au niveau du site de liaison
pour ce gene dans le promoteur de I’AMH entrainent des cas de pseudo-hermaphrodisme
(Arango N.A. et al., 1999). Chez le poulet et ’alligator, ’AMH est exprimée avant la
protéine SOX9 ce qui exclut la possibilité de la régulation de cette hormone par SOX9
(Oreal E. et al., 1998; Smith C.A. ef al., 1999c; Western P.S. et al., 1999b). Toutefois, des
sites de liaison SOX existent au niveau du promoteur de I’AMH chez le poulet (Oreal E. et
al., 1998). Récemment, un autre géne de la famille SOX, SOXS, dont I’expression
commence juste avant celle de ’AMH dans les gonades males de souris, a été étudié. La
protéine SOX8 peut se lier sur les sites de liaison SOX dans le promoteur proximal de
I’AMH et comme SOX9, peut interagir avec la protéine SF1. Ainsi, SOX8 pourrait se
substituer a la protéine SOX9 quand cette derniere est exprimée trop tard (Schepers G. et
al., 2003). Cependant, Sox8 ne présente pas un profil d’expression dimorphique chez le

poulet et la tortue Trachemys scripta (Takada S. et Koopman P., 2003).

C) Synthese d’Insl3

Insl3, I’autre hormone synthétisée par le testicule, appartient a la famille des
hormones peptidiques et contrdle la descente testiculaire dans le scrotum (Adham .M. et
al., 1993; Zimmermann S. et al., 1997). L’hormone Insl3 mature est composée de deux
chaines A et B liées par un pont disulfure (Adham LM. et al., 1993). Des délétions de ce
géne chez des souris montrent qu’il est essentiel pour la croissance et la différenciation du
gubernaculum et qu’il dirige la descente testiculaire intra abdominale. En effet, des souris
males InsI3” sont viables mais stériles du fait d’une spermatogenése anormale et
présentent un défaut de développement du gubernaculum durant I’embryogenése
(Zimmermann S. ef al., 1999; Nef S. et Parada L.F., 1999). L’analyse de la région 5’ du
geéne Insl3 a révélé la présence de trois sites de liaison pour la protéine SF1 exigés pour
I’activation de la transcription (Zimmermann S. ef al., 1998). Insl3 se lie sur un récepteur
couplé a une protéine G : GREAT, un récepteur transmembranaire dont la mutation
empéche la différenciation du gubernaculum et la descente intratesticulaire (Bogatcheva
N.V. et al., 2003; Gorlov L.P. et al., 2002). La production de souris transgéniques femelles
déficientes pour GREAT mais surexprimant Insl3 a démontré que GREAT est le récepteur
unique de Insl3 puisqu’elles présentent un phénotype normal (Bogatcheva N.V. et al.,
2003).
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2) Différenciation du tractus femelle

Dans le tractus femelle, les ovaires en différenciation ne synthétisent pas d’AMH,
ce qui permet le maintien des canaux de Miiller. La gonade femelle ne produit pas de
testostérone, ce qui occasionne la dégénérescence des canaux de Wolff. Au cours de la
différenciation du tractus femelle, les canaux de Miiller se différencient en oviducte, utérus
et partie supérieure du vagin sous I’influence des cestrogénes (Fig.16).

Wnt4 est exigé aux stades précoces du développement des canaux de Miiller
puisque ces derniers sont absents chez les souris Wnt4” (Vainio S. ef al., 1999). D’autres
génes sont impliqués dans la formation et la différenciation des canaux de Miiller comme
Lim1, Pax-2, Pax-8, Wnt7a (Kobayashi A. et Behringer R.R., 2003; Torres M. ef al., 1995,
Miller C. et Sassoon D.A., 1998).
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V) Le modéle : Pleurodeles waltl

Pleurodeles waltl est un amphibien urodele de la famille des salamandridés. Son
aire de répartition est localisée sur le pourtour de la Méditerranée. Son utilisation comme
modéle expérimental remonte aux années 1950. Les animaux, élevés dans des bacs
contenant de 1’eau courante a température ambiante, se reproduisent trés bien en

laboratoire, de septembre a avril.

1) Développement morphologique et différenciation histologique des gonades

Apres la fécondation, le développement embryonnaire dure environ deux semaines,
jusqu’a 1’éclosion au stade 35 (Fig.17). La prise de nourriture débute au stade 38. Les
animaux sont d’abord nourris avec des artémies puis avec des larves de chironomes. Le
développement larvaire s’achéve au stade 56, fin de la métamorphose marquée par la
premi¢re mue de I’animal. Dés lors, I’alimentation est complétée par du cceur de beeuf
haché, des moules et des vers de farine. Le stade juvénile est assez long (8 mois au

minimum) et la maturité sexuelle est atteinte entre 12 et 18 mois.
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es différents stades du développement ont été définis par des criteres morphologiques et
sont répertoriés dans une table (Gallien L. et Durocher M., 1957). Les illustrations
présentées (Fig.18) ne concernent que les stades 42 a 56, puisque pendant la these, le
travail a principalement porté sur cette période au cours de laquelle survient la
différenciation gonadique. Les stades de cette période sont pour la plupart déterminés par
le nombre de doigts présents au niveau des membres antérieurs et postérieurs (Fig.18). Les
larves sont assez petites : leur taille varie entre 1,5 cm pour le stade 42 et 7 cm pour le

stade 56.

Stade 40 Stade 54

1 cm 3 cm 7-8 cm
1 mois 3 mois 5-6 mois

Figure 18 : Photographies de larves prises a différents stades du développement. Le stade des
larves ainsi que leur taille et leur age sont indiqués au dessus et en dessous de la photographie respectivement
(D’apres Shi D.L. et Boucaut J.C., 1995).

Du point de vue histologique, les crétes génitales se forment aux stades 35 a 43.
L’ébauche gonadique n’est qu’une créte proche du blasttme mésonéphrétique ou sont
localisées les cellules germinales primordiales. Ces dernieres débutent leur prolifération a
la fin du stade 41 (Dournon C. et al., 1989). Aux stades 44 et 45, les éléments somatiques
médullaires se mettent en place et la gonade sexuellement indifférenciée se constitue. A ce
moment, toute agénésie mésonéphrétique entraine une agénésie de la partie médullaire des
gonades se traduisant par une dégénérescence des cellules germinales (Houillon C., 1956).
Les gonades restent indifférenciées jusqu’au stade 52 (Fig.19). Le premier signe de la
différenciation morphologique des gonades n’est observé qu’au stade 53 par analyse
histologique. Durant la différenciation ovarienne, les cellules germinales primordiales
(CGP) se localisent a la périphérie de la gonade tandis qu’elles quittent le cortex pour
coloniser la medulla pendant la différenciation testiculaire (Fig.19). Chez la femelle, la
différenciation sexuelle, aux alentours de la métamorphose, aboutit a la formation d’un
ovaire creux résultant de la dégénérescence médullaire. Au contraire, chez le male, elle

conduit a la formation d’un testicule cystique dont le cortex réduit participe a 1’élaboration
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de I’albuginée (Fig.19). A ce stade, on distingue en plus a c6té de chaque gonade, un corps

gras (CG) (Fig.19).

Stade 52

Stade 54

Stade 56

Ovaire Testicule

Figure 19 : Coupes histologiques de gonades a différents stades du développement. Nous
observons : les gonades (G), le mésonéphros (M), les cellules germinales primordiales (CGP), le corps gras

(CG), le cortex (C), la medulla (M) et al cavité ovarienne (Ca) (G= x400).
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2) La détermination du sexe

Le pleurodele présente un déterminisme génétique du sexe de type ZZ/ZW. A
20°C, le phénotype sexuel est conforme au sexe génétique et conduit a une sex-ratio de
1:1. L’analyse de descendances d’individus traités par des cestrogénes a permis de
démontrer I’homogamétic male (ZZ) (Gallien L., 1954a; Gallien L., 1950; Gallien L.,
1951). En effet, des larves génétiquement mailes ZZ se développent en femelles
phénotypiques aprés ’application de benzoate d’cestradiol pendant la vie larvaire. Ces
néofemelles ZZ, croisées avec un male standard ZZ, conduisent a une descendance
monogénique méle ZZ (Gallien L., 1951). L’hétérogamétie femelle (ZW) a été confirmée
apres ’analyse de descendances d’individus ayant subi des greffes embryonnaires de
mésoderme intermédiaire prélevé au stade 24 (Collenot A., 1973). Une gonade primordiale
de femelle ZW greffée chez un individu méle ZZ se développe en un testicule fonctionnel.
Ainsi, I’animal receveur du greffon contient une gonade méle ZW et son croisement avec
une femelle standard ZW présente, parmi leurs descendants, des femelles dites thélygeénes
WW. Ces derniéres croisées avec des males standards (ZZ) donnent une descendance
monogénique femelle ZW (Collenot A., 1973). Des cas d’inversions sexuelles spontanées
ont été observés dans des conditions d’élevage normales (Collenot A. et al., 1994). Des
individus males, quelques femelles et des intersexués possédant un génotype ZZ ont été
observés. L’analyse de la descendance aprés le croisement de ces individus entre eux est
enticrement ZZ avec présence de méles, de femelles et d’intersexués. Donc, cette inversion
compléte ou partielle est transmise a la génération suivante et donc probablement plusicurs
génes sont impliqués dans le processus de féminisation de ces individus ZZ (Collenot A. et
al., 1994).

Le caryotype mitotique réalisé sur des larves de pleurodéle a partir de chromosomes
en prométaphase a révélé 12 paires de chromosomes (Gallien L. et al., 1965). Cependant,
I’analyse morphologique de tous les chromosomes d’une plaque métaphasique n’est pas
towjours facile et les chromosomes sexuels mitotiques ne présentent pas
d’hétéromorphisme. Aussi, une étude des chromosomes méiotiques d’ovocytes de femelles
adultes a été entreprise (Gallien L. ef al., 1966). L’analyse de ces chromosomes en
écouvillon montre des expansions latérales ou boucles de transcription de morphologies
différentes. L’établissement de la carte cytogénétique des chromosomes en écouvillon a été
défini par le classement de la morphologie et de la taille des boucles (Lacroix J.C., 1968).
L’utilisation d’un anticorps monoclonal comme nouveau marqueur des boucles a révélé

I’hétéromorphisme du bivalent IV (Lacroix J.C. et al., 1985). Une température de 36,5°C
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conduit au développement d’autres marqueurs, des boucles géantes observées apres 18
heures d’exposition, alors que sous les conditions normales, les boucles sont influencées
par le génotype sexuel (Lacroix J.C. et al, 1990). Les analyses des boucles
hétéromorphiques ont montré que le bivalent IV correspond aux chromosomes sexuels Z et
W (Lacroix J.C. et al., 1990). Un autre marquage spécifique du segment différentiel du
chromosome W a été obtenu par hybridation in situ avec des sondes ARN. Ces sondes
ARN semblent se fixer sur des protéines spécifiques du chromosome W (Penrad-Mobayed
M. et al., 1998). L’analyse de femelles trisomiques ZZW fertiles a démontré que le
chromosome sexuel W joue un réle dominant dans la détermination sexuelle femelle
(Lacroix J.C., 1967; Lacroix J.C. et al., 1990). Cependant, 1’obtention de néofemelles ZZ
et de néomales ZW fertiles suggere que les facteurs contrdlant la spermatogenese et
I’ovogenése sont autosomaux et ne sont pas localisés sur la région déterminante du
chromosome W.

Depuis les années 1980, le génotype sexuel peut étre déterminé plus simplement
par 1’analyse du profil électrophorétique de la peptidase-1. Cette enzyme dimérique est
codée par deux genes codominants liés aux chromosomes sexuels. Le géne peptidase A est
lié au chromosome Z et le géne peptidase B ou B est li¢ au chromosome W (Ferrier V. et
al., 1983). Ce gene s’exprime dans tous les tissus et le sexage des larves peut étre réalisé

aisément a partir d’une biopsie caudale (Fig.20).

77 IW IW ZZ. WW

Figure 20 : Profil électrophorétique sur gel d’amidon de l'enzyme peptidase-1, enzyme liée au
sexe. La présence de dimeres AA est caractéristique d’un génotype méile Z,Z, (pistel). La présence de
dimeéres AA, AB ou BB est typique d’un génotype femelle Z,Wpg (piste 2). L’enzyme est également un
excellent marqueur du génotype sexuel pour les animaux inversés sexuellement. Ainsi, piste 3, on peut
observer un néomale ZW obtenu par augmentation de la température d’élevage. La piste 4 correspond a une
néofemelle ZZ obtenue aprés un traitement au benzoate d’cestradiol. Enfin, la piste 5 correspond a une

femelle thélygene WzWy obtenue par croisement entre une femelle standard ZW et un néomale ZW.
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3) Modification de la différenciation sexuelle

Malgré ce déterminisme génétique, la différenciation du sexe peut étre modifiée par
des facteurs environnementaux comme la température d’élevage ou par la présence dans

I’eau d’élevage d’hormones stéroides sexuelles.

A) Influence de la température

L’€élevage des larves de pleurodéles a une température de 30 a 32°C entraine une
modification de la sex-ratio en faveur du sexe male (Dournon C. et Houillon C., 1984). Ces
températures élevées entrainent une réduction de la longueur totale des larves et une
accélération du développement larvaire uniquement a 30°C (Dournon C. et Houillon C.,
1985). La sensibilité de la différenciation sexuelle a ’action de la température est variable
selon les individus. Les conditions optimales permettant d’obtenir une inversion de la
totalité des femelles génétiques ont été définies (Dournon C. et Houillon C., 1985). A
30°C, un traitement commencé au stade 43 doit étre poursuivi jusqu’a la métamorphose
pour étre efficace (70% d’inversion sexuelle) alors qu’a 31°C ou 32°C, le traitement est
totalement efficace lorsqu’il est appliqué du stade 43 au stade 54. Cependant, ce dernier est
sans effet, méme s’il est commencé t6t (stade 40), et interrompu au stade 50. Des
traitements commencés tardivement (au stade 50) sont toujours inefficaces a 30°C mais
inversent certains individus a 32°C. Ainsi, I’inversion complete de toutes les femelles ZW
est obtenue lors d’un élevage a 32°C du stade 42 au stade 54. Cette période dite
thermosensible dure deux mois : de la gonade indifférenciée au début de la différenciation
sexuelle histologique. Les néomales ZW ainsi obtenus sont fertiles et, croisés avec une
femelle ZW, ils permettent d’obtenir des femelles WW. Celles-ci croisées avec un méle ZZ
donnent une descendance totalement femelle ce qui constitue pour nos études un matériel

de choix.

B) Influence des hormones stéroides sexuelles

Les hormones stéroides sexuelles peuvent modifier la différenciation sexuelle. Elles
ont une action plus tardive par rapport a la température : la période hormonosensible
s’étend du stade 52 au stade 56 (Fig.17). L’utilisation de stéroides chez le pleurodéle a
montré que la production d’cestradiol est importante pour la différenciation femelle. En
effet, le traitement de larves au benzoate d’cestradiol conduit a une féminisation des
individus génétiquement maéles ZZ (Gallien L., 1954b), alors que la testostérone ne
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masculinise pas les femelles ZW mais féminise des larves génétiquement males ZZ
(Gallien L., 1962). Cet effet paradoxal a également été observé chez les reptiles dont le
déterminisme du sexe est sensible & la température (Pieau C., 1974). Il est expliqué par
I’aromatisation des androgénes en cestrogenes. La production d’cestrogénes semble étre
une cible directe ou indirecte de la température puisque 1’cestradiol abolit 1’effet
masculinisant de la température (Zaborski P., 1986).

Cependant, la présence du testicule inhibe le développement ovarien lors
d’associations hétérosexuées, de greffes d’ébauches gonadiques ou d’abdomen de sexe
madle sur le flanc d’un embryon femelle (Collenot A. et al., 1977). L’inhibition ovarienne
se traduit au niveau du cortex par la disparition des gonocytes. Le sac ovarien est rarement
distinct et les cellules de la medulla restent groupées en un amas compact et allongé au
centre de la gonade. Chez des chiméres a corps double, I’inhibition ovarienne se manifeste
avec des degrés trés divers selon la position antérieure ou postérieure des ovaires par
rapport au testicule : ’effet est plus significatif lorsque 1’ovaire est en position antérieure
par rapport au testicule (Houillon C. et Dournon C., 1986). Les mémes observations ont été
réalisées sur des parabioses (Livre Gallien, 1973). Cet effet inhibiteur a également été
observé chez d’autres amphibiens (Humphrey R.R., 1945; Mikamo K. et Witschi E.,
1963). L’action inhibitrice exercée par le testicule peut étre qualifiée d’effet free martin
comme celui observé chez les mammiferes bovidés (Lillie F.R., 1916; Lillie F.R., 1917).
Le testicule embryonnaire des amphibiens semble étre le sicge de la sécrétion endocrine
d’une substance qui est capable de modifier le cours de la différenciation ovarienne. Les
hormones stéroides méles pourraient éventuellement étre impliquées dans ce processus.

Afin de vérifier si I’effet des stéroides observé lors des différents traitements
correspond bien a une production endogeéne de stéroides dans la gonade en différenciation,
une enzyme importante de la chaine de biosynthése des hormones stéroides : la 3f3-
hydroxystéroide déshydrogénase (3BHSD) a été étudiée. L’analyse histochimique a révélé
la présence de la 3BHSD dans les gonades indifférenciées des deux sexes dés le stade 44
(Collenot G. et Collenot A., 1977). Cette enzyme est active dans les gonades de larves ZZ
et ZW avant le début de la différenciation sexuelle, démontrant que la synthése

d’hormones stéroides a déja commencé dans la gonade histologiquement indifférenciée.

4) L’aromatase et la différenciation gonadique femelle

Comme chez les autres vertébrés non mammaliens, les cestrogenes et I’aromatase
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sont impliqués dans la différenciation ovarienne chez Pleurodeles waltl. Les mesures de
I’activité aromatase ont montré des différences selon le devenir sexuel des gonades. A
température ambiante, lorsque la différenciation des gonades est conforme au sexe
génétique, D’activité aromatase est faible au stade 47 chez les individus maéles et femelles.
Au stade 52, avant la différenciation histologique des gonades, 1’activité aromatase
augmente chez les larves ZW. Aprés ce stade, elle continue d’augmenter chez les femelles
ZW tandis qu’elle reste faible chez les larves ZZ (Chardard D. et al., 1995). Donc, la
différenciation ovarienne est corrélée a une haute activité aromatase suggérant que
Penzyme est impliquée, comme chez les reptiles ou les oiseaux, dans le processus de
différenciation sexuelle. Le traitement de males génétiques avec de 1’cestradiol conduit &
une augmentation de I’activité aromatase en corrélation avec la différenciation femelle
tandis que 1’exposition a un inhibiteur d’aromatase (le fadrozole) conduit & une diminution
de I’activité enzymatique en corrélation avec le développement méle (Chardard D. et
Dournon C., 1999). 1l a été suggéré que la température agit en amont, en réprimant
directement ou indirectement la production d’cestrogénes, puisque 1’cestradiol abolit 1’effet
masculinisant d’une température élevée (Zaborski P., 1986). L’aromatase semble étre en
effet la cible de la température puisque 1’élevage de larves ZW & 32°C pendant la période
thermosensible conduit & une diminution de I’activité aromatase au niveau de celle des
larves ZZ (Chardard D. et al., 1995). L exposition de larves ZW a 32°C pendant 48 heures
entraine une diminution de ’activité aromatase si le traitement a lieu au stade 53. Un
traitement similaire réalisé aux stades 55 ou 56 n’a pas d’effet, indiquant que la

température agit sur la régulation de l’aromatase pendant la période thermosensible
(Chardard D. et al., 1995).
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V1) Objectif de I’étude

Le but de ces quatre années de theése a consisté en ’analyse de la cascade génique
de la détermination et différenciation sexuelle chez Pleurodeles waltl. Ce modéle d’étude
présente un intérét puisqu’il possede les deux types de détermination GSD et TSD:
I’augmentation de la température d’élevage pendant une période critique du
développement larvaire induisant une modification du déterminisme génétique du sexe .

La premiére partie du travail a porté sur l'analyse de l’enzyme clé de la
différenciation ovarienne : I’aromatase. Chez le pleurodéle, comme chez la plupart des
vertébrés, ’aromatase joue un réle central dans la différenciation ovarienne : son activité
augmente au cours de la différenciation femelle au moment ol les premiers signes de la
différenciation histologique sont détectables. Comme nous ne disposions d’aucune
information au niveau transcriptionnel, nous avons dans un premier temps cloné le géne de
I’aromatase. Puis son expression a été analysée au cours de la différenciation gonadique
afin de savoir si cette augmentation d’activité était corrélée & une augmentation de
transcrits aromatase. Cette ¢tude a été par la suite étendue aux autres tissus
stéroidogéniques et en particulier au cerveau. Comme les facteurs environnementaux ou les
eestrogeénes exogenes peuvent perturber la différenciation ovarienne, nous avons supposé
que le cerveau pourrait agir comme relais en contrdlant la différenciation sexuelle
gonadique en réponse a un stimulus externe.

En seconde partie, nous avons étudiés d'autres genes susceptibles d’agir en amont de
I’aromatase, puisque son rdle est assez tardif chez le pleurodéle. Ces génes pourraient &tre
impliqués dans l'activation de l'aromatase au cours de la différenciation ovarienne et
constituer une cible de la température. Pour ce faire, nous avons recherché et analysé
P’expression de génes connus chez d’autres modeles pour participer a la différenciation de
type TSD ou GSD. Ainsi, Sf1, Sox9 et Dmrtl ont été clonés et leur expression au cours du
développement a été étudiée. Enfin, nous avons initié une recherche de génes exprimés
différentiellement au cours de la période thermosensible en construisant une banque
d’expression par soustraction. Pour ce faire des larves ZW soumises ou non a I’effet de la
température ont €té utilisées. L’analyse de cette banque différentielle a seulement débute.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de la theése est présenté sous forme
d’articles. Les derniers travaux dont les résultats ne sont pas encore suffisants pour une
soumission ont été rédigés en frangais. Chaque partie sera précédée d’une introduction
bréve situant les principales données décrites chez les autres espéces. Enfin, tous les

résultats obtenus seront discutés dans le dernier chapitre «conclusions et perspectivesy.
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RESULTATS

I. L’aromatase et la différenciation sexuelle chez Pleurodeles waltl

1) Etude de ’expression de ’aromatase au cours de la différenciation gonadique

(«Differential expression of P450 aromatase during gonadal sex differentiation and sex reversal of the newt

Pleurodeles waltl» Kuntz S. et al., 2003)

A) Introduction

L’aromatase est une enzyme clé de la différenciation sexuelle chez les vertébrés
non mammaliens. L’activit¢ de cette enzyme ainsi que le niveau de ses transcrits
augmentent au cours de la différenciation ovarienne chez les poissons, les reptiles TSD et
le poulet (Guiguen Y. ef al., 1999; Desvages G. et Picau C., 1992; Smith C.A. et Joss J.M.,
1994b; Smith C.A. et al., 1995; Elbrecht A. et Smith R.G., 1992; Yoshida K. ef al., 1996;
Smith C.A. et al., 1997). Chez la tortue Malaclemys terrapin, le niveau des transcrits
aromatase augmente dans les gonades a température féminisante tandis qu’il reste faible a
température masculinisante (Jeyasuria P. et Place A.R., 1997). De méme, la
masculinisation de femelles génétiques par I’augmentation de la température d’¢élevage est
due a une répression de 1’expression de 1’aromatase chez deux espéces de poissons : le
tilapia et Paralichthys olivaceus (D'Cotta H. et al., 2001b; Kitano T. et al., 1999).

Chez Pleurodeles waltl, la différenciation ovarienne est corrélée a une activité
aromatase élevée (Chardard D. et al., 1995). L’activité est faible au début de la TSP puis
augmente exponenticllement chez les larves femelles ZW a partir du stade 52, tandis
qu’elle reste faible chez les larves ZZ (Chardard D. et al., 1995). Afin de comprendre
comment est régulée cette fonction chez le pleurodéle, il était important de compléter ces
résultats par une analyse d’expression de I’aromatase au cours de la différenciation
gonadique chez des larves males ZZ et femelles ZW élevées a 20°C (ZZ* et ZW?®). Chez
les larves ZW élevées a 32°C pendant toute la période thermosensible (ZW>2), activité
aromatase diminue au niveau de celle des males ZZ* (Chardard D. ef al., 1995). Nous
avons donc testé ’hypothese d’une régulation de ’expression de I’aromatase par la
température afin d’expliquer les différences observées lors des mesures d’activité

enzymatique.
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B) Principaux résultats

Afin de pouvoir entreprendre ces études d’expression, le gene de 1’aromatase a tout
d’abord été isolé par des techniques de PCR dégénérée et RACE-PCR a partir d’ADNc
d’ovaire ou de testicule adulte. L’ADNc aromatase obtenu contient une phase de lecture
complete et la comparaison de la séquence des acides aminés déduite montre un haut degré
de conservation avec celles d’autres especes de vertébrés.

Dans un premier temps, nous avons étudi¢ I’expression de [’aromatase dans
différents tissus adultes : cceur, foie, rein, intestin, rate, cerveau, testicule et ovaire. Un
fragment de chacun de ces organes a été prélevé et analysé par RT-PCR qualitative (35
cycles). Apres I’hybridation, un signal a été détecté dans le cerveau, I’ovaire et le testicule,
ce qui est cohérent avec les données observées chez d’autres especes.

L’analyse a ensuite été poursuivie par 1’étude de I’expression de I’aromatase au
cours du développement. Nous avons commencé par définir la localisation des transcrits
aromatase par hybridation in situ (collaboration avec 1’équipe du docteur Duterque-
Coquillaud — CNRS Lille). Cette étude a été réalisée au stade 54, moment ou [’activité
aromatase est plus importante chez les larves ZW? que chez les larves ZZ* (Fig.21). Des
transcrits aromatase ont ainsi été détectés chez les larves ZZ*°, ZW? et ZW>%. Ces
transcrits sont spécifiquement localisés dans la gonade et non pas dans le corps gras qui
I’entoure, ni dans le mésonéphros. Ainsi, toutes les études suivantes de RT-PCR ont été
réalisées sur des complexes gonades-mésonéphros puisqu’il est difficile de dissocier le
mésonéphros de la gonade avant le stade 55. Nous pouvons aussi noter que le signal
détecté dans les gonades des larves ZW? est plus important que celui observé chez les

larves ZZ*° et ZW™. Ce résultat sera confirmé par RT-PCR semi-quantitative.

7 W20 ZW Zz® ZW3?

; antisens ;
- antisens antisens

Mésonéphros

Gonades

STADE
54

. Intestin

Figure 21 : Localisation des transcrits aromatase par hybridation in situ. Des coupes de larves
2 2| 2 1,z sz .
277, ZW* et ZW?? au stade 54 ont été hybridées avec une sonde ARN antisens aromatase. Une sonde sens a
o 1 r I3 . 2 . r z
été utilisée comme témoin sur des coupes de larves ZW?. Les transcrits aromatase sont détectés dans les

gonades des trois types de larves avec aucun signal ni dans le mésonéphros, ni dans I’intestin (G= x330).
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Nous avons ensuite étudié I’expression de 1’aromatase au cours de la période
thermosensible. Des complexes gonades-mésonéphros ont été prélevés sur des larves ZZ>°,
ZW? et ZW>* 4 différents stades de la période thermosensible : 42, 44, 46, 48, 50, 52 et au
stade 54. Chaque échantillon est constitué d’un complexe gonades-mésonéphros d’un seul
individu et a été analysé par RT-PCR qualitative (35 cycles). L'étude a révélé la présence
de transcrits aromatase trés t6t, dés le stade 44, chez les trois types de larves. Cette
expression est ensuite maintenue chez toutes les larves jusqu’au stade 54, dernier stade
étudié.

Dans la derni¢re partie de 1’étude, nous avons déterminé si I’augmentation de
Iactivité aromatase observée a partir du stade 52 chez les larves ZW?® (Chardard D. et al.,
1995) est corrélée a une augmentation du niveau de transcrits aromatase. Pour ce faire, une
RT-PCR semi-quantitative (26 cycles) a été réalisée sur des larves ZZ*° et ZW* aux
stades 52 et 54 (Fig.22A). Au stade 52, le niveau observé chez les larves ZW?" n’est pas
significativement différent de celui des larves ZZ*. Cependant, au stade 54, le niveau de
transcrits aromatase augmente chez les larves femelles ZW?® en accord avec les mesures
d’activité aromatase. La différence dans le niveau de transcrits entre les larves ZW?° et les
larves ZZ* est d’un facteur 1,5 alors qu’il est de 40 pour I’activité aromatase. Cela
suggéere que des mécanismes de régulation post-transcriptionnels sont impliqués.

Enfin, nous avons analysé 1’effet de la température sur le niveau de transcrits
aromatase (Fig.22B). En effet, il a ét¢ montré que 1’activité aromatase diminue chez les
larves ZW** (Chardard D. et al., 1995). L’analyse a aussi été réalisée par RT-PCR semi-
quantitative (26 cycles) au stade 54, au moment ou le niveau de transcrits est
significativement plus important chez les larves ZW?. Un lot de larves ZW a été élevé a
32°C pendant toute la période thermosensible tandis que le lot témoin de larves ZZ et ZW
est maintenu a 20°C. De plus, un autre lot de larves ZW a subi un choc thermique de 48
heures a 32°C aprés la période thermosensible (apres Ie stade 54). Les résultats démontrent
une chute de I’expression de 1’aromatase en réponse a une élévation de la température. Le
ratio aromatase / Gapdh chez les larves ZW*? est réduit 2 un niveau qui n’est pas
significativement différent de celui observé chez les larves ZZ*°. L’augmentation de la
température d’élevage aprés la période thermosensible n’a pas d’effet sur la transcription
du géne aromatase démontrant que le traitement thermique doit étre effectué pendant la

TSP pour induire I’inversion sexuelle.
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Figure 22 : Quantification de ’expression de 1’aromatase dans les complexes gonades-mésonéphros
chez des larves ZZ*°, ZW” et ZW™, aux stades 52 et 54. Les ARNs totaux d’un complexe gonades-
mésonéphros ont été extraits, rétrotranscrits puis amplifiés par PCR semi-quantitative (26 cycles). Aprés
hybridation, ’intensité du signal aromatase a ét¢ normalisée par rapport & celle de la Gapdh. La moyenne des
rapports est présentée sur ’histogramme. L’écart-type moyen est présenté par une barre. Le nombre de
répétitions est indiqué par N. *, P<0,05 vs. ZW>. (A) Etude de I’expression de I’aromatase chez les larves
27* et ZW™ aux stades 52 et 54. (B) Effet de la température sur I’expression de 1’aromatase, étudié au stade

54, sur des larves ZW élevées a 32°C pendant toute la période thermosensible (ZW> TSP) et sur des larves

ZW chauffées & 32°C pendant 48 heures (ZW>* 48h).
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C) Conclusion

Au cours de cette étude, I’ADNc de ’aromatase a été isolé chez Pleurodeles walltl.
Chez les animaux adultes, I’aromatase est principalement présente dans le cerveau, le
testicule et ’ovaire. Au cours du développement, elle est spécifiquement localisée dans les
gonades et son expression débute au stade 44. Comme cela avait été suggéré par ’analyse
par hybridation in situ, I’analyse par RT-PCR semi-quantitative a montré une augmentation
significative du niveau de transcrits aromatase durant la différenciation ovarienne au stade
54. Cependant cette différence entre les larves ZW?® et ZZ* ne refléte pas celle de
I’activité aromatase, suggérant que cette enzyme est a la fois régulée au niveau
transcriptionnel et post-transcriptionnel. De plus, nous avons démontré que la température
peut induire une diminution du niveau de transcrits aromatase seulement lorsque le

traitement thermique est effectué pendant la période thermosensible.
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Abstract

A better understanding of vertebrate sexual differentiation could be provided by a study of models in which genetic sex determination
(GSD) of gonads can be reversed by temperature. In the newt Pleurodeles waltl, a P450 aromatase cDNA was isolated from adult gonads,
and the nucleotide or deduced amino acid sequences showed a high level of identity with various vertebrate species. In adults, aromatase
expression was found in gonads and brain. In developing gonads, the expression was found to fit with the thermo-sensitive period (TSP)
and was detected in both ZZ and ZW larvae, as well as in ZW submitted during the whole TSP to a masculinizing temperature. In the latter
individuals, in situ hybridization and semi quantitative RT-PCR showed that, at the end of TSP, aromatase expression was at the same level
than in normal ZZ larvae and was significantly lower than in normal ZW ones. Furthermore, temperature-induced down regulation did not
occur when heating was performed at the end of TSP. Our results confirm the importance of aromatase regulation in female versus male

differentiation and demonstrate that a down regulation of aromatase expression is involved in the process of sex reversal.

© 2003 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Sex determination of gonads in vertebrates can occur by
two principal mechanisms. The first one, genetic sex deter-
mination (GSD) as exemplified in mammals and birds, is
correlated with the presence of heteromorphic sex chromo-
somes and the sex ratio at birth is generally 1:1. The sec-
ond one, temperature sex determination (TSD) is observed
mainly in reptiles where incubation temperature influences
gonadal sexual differentiation in the absence of heterochro-
mosomes. Which of these two mechanisms has evolved from
the other in vertebrate species is still unknown. An answer
to the question of the most ancient model of vertebrate sex
determination could arise from studies of species where tem-
perature specifically induces the reversal of one sex. Indeed,
while in TSD temperature can determine the phenotypic sex
of a whole progeny, in other species where both types of
sex determination seem to coexist, temperature allows only
one sex, otherwise genetically determined, to reverse. This

* Corresponding author. Tel.: 4+33-83-68-42-52; fax: +33-83-90-32-77.
E-mail address: stephane.flament @persmail.uhp-nancy.fr (S. Flament).

is the case for a growing number of fish species as Meni-
dia menidia [1] and the tilapia Oreochromis niloticus [2].
Temperature has also been shown to counteract GSD in the
urodele amphibians Triturus cristatus {3] and Pleurodeles
waltl [4]. The study of the latter species would help to a
better understanding of the sex determining mechanisms in
vertebrates since this model allows to compare gene expres-
sion during both a genetically determined sex differentiation
and a temperature-induced functional sex reversal.

Pleurodeles species shows a ZZ/ZW genetic mode of sex
determination where the W chromosome induces a female
differentiation in the ZW heterogametic sex [5], while male
differentiation occurs in the ZZ homogametic one. When
larvae are reared at ambient temperature, the sex ratio is 1:1,
whereas raising temperature up to 32 °C during a so called
thermo-sensitive period (TSP), ranging between larval stages
42 and 54, induces 100% of genetic female (ZW) larvae to
differentiate into functional neomales [6].

Temperature has been thought for a long time to interfere
with hormone biosynthetic pathway since estrogens have
been shown to play a key role in ovarian differentiation in all
classes of vertebrates, except for eutherian mammals where

0960-0760/03/$ — see front matter © 2003 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
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ovaries can develop in absence of estrogens. In species with
GSD, like in many teleosts [7], in some amphibians [8} and
in chicken [9], exogenous estrogens manifest a feminizing
effect on gonads of male embryos. Estrogen induced sex
reversal has also been described in species with TSD. For
example, exogenous estrogens applied to eggs of the tur-
tle Emys orbicularis, induce ovarian differentiation at mas-
culinizing temperature [10]. This kind of sex reversal is also
obtained in Alligator mississipiensis [11]. In P. walt/, an
application of estradiol during a hormono-sensitive period
induces genetic male (ZZ) larvae to differentiate into func-
tional neofemales [12]. The anti-estrogen tamoxifene was
shown to possess a masculinizing effect in E. orbicularis
[13] and in the chicken [9].

Since estrogens play a key role in gonadal differentiation
in non-mammalian vertebrates, the role of aromatase, the
enzymatic complex responsible for conversion of androgens
to estrogens, has been extensively investigated. In that way,
it was shown that a high aromatase activity occurs during
ovarian differentiation in tilapia and rainbow trout [14] as
well as in chicken [15]. Likewise, in TSD reptiles such as
E. orbicularis {16}, Crocodylus porosus [17] and A. missis-
sipiensis [ 18], aromatase activity is low at the beginning of
TSP and increases exponentially during ovarian differenti-
ation whereas activity remains low in differentiating testes.
In P. waltl, gonadal aromatase activity measurements have
demonstrated a significant difference between differentiat-
ing ovaries and testes: at stage 52, just before histological
sex differentiation of gonads, aromatase activity markedly
increases in genetic female (ZW) larvae whereas it remains
weak in genetic male (ZZ) ones [19].

The role of estrogens in ovarian differentiation has been
definitely established by the results of treatment with an aro-
matase inhibitor, which prevents conversion of androgens
into estrogens and causes different degrees of masculiniza-
tion according to species. This masculinizing effect was ob-
tained with fadrozole in birds [15], in the parthenogenetic
lizard Cnemidophorus uniparens [20], in reptiles with TSD
such as the turtles E. orbicularis [21] and Trachemys scripta
[22], and in the urodele P. walt! [23].

The potential link between aromatase expression and tem-
perature has also been studied. In the turtle Malaclemys ter-
rapin, a TSD species, the rate of aromatase mRNA increases
in gonads at feminizing temperature whereas it remains
low at masculinizing temperature [24]. Likewise, in the fish
Paralichthys olivaceus, aromatase expression is suppressed
when XX larvae are sex reversed by increasing incubation
temperature [25]. These results indicate that temperature
could regulate aromatase expression, either directly or indi-
rectly via a thermo-sensitive factor in species with TSD. In
the same way, Pleurodeles ZW larvae reared at 32 °C show
a low level of aromatase activity similar to those measured
in males [19]. The present work was performed in order to
better understand the role of aromatase in sex differentia-
tion in P. waltl and to test the hypothesis of a regulation
by temperature of aromatase expression in this species. We

isolated an aromatase cDNA containing the complete open
reading frame (ORF). The results of the analysis of mRNA
expression in gonads during both normal development and
under temperature stimulation confirmed our hypothesis.

2. Materials and methods
2.1. Animal source, rearing, staging

P. waltl larvae were reared in fresh water at 20 +2°C in
our laboratory and developmental stages were determined by
macroscopic observation according to Gallien and Durocher
[26]. The sexual genotype of each individual was identified
by electrophoretic patterning of the sex-linked peptidase-1,
as described previously [19].

As a control, ZZ larvae and one part of female ZW were
maintained at 20 £ 2°C, temperature at which the sex-
ual genotype and the sexual differentiation are concordant.
Then, two groups of ZW larvae were heat treated: the first
one was reared at 32 °C during the whole TSP, from stage
42 to stage 54. The last group was shifted to 32 °C for 48 h
at stage 54. Before dissection, animals were anaesthetized
in solution of benzocaine diluted in water at 0.03%. Aro-
matase expression was studied not only in different organs
of adult animals but also in gonad—mesonephros complex
isolated from larvae at different stages of development. In-
deed, in larvae, gonads could not be dissected alone due to
their small size.

2.2. RNA extraction

For larvae, total RNA was extracted from the gonad—meso-
nephros complex by using TRIzol reagent (Invitrogen).
After dissection, the complex from each animal was rapidly
deposed in 200 pl of TRIzol, sonicated, vortexed and 10 pg
of glycogen (Roche) were added to increase RNA recovery.
After chloroform purification and isopropanol precipitation,
the RNA pellet was washed with 70% ethanol, dried and
resuspended in 10 pl DEPC treated water. For adult ani-
mals, total RNA was extracted from 50 to 100 mg of tissue
using 1 m! of TRIzol reagent and the RNA pellet was re-
suspended in 25 w1 DEPC treated water. The concentration
of RNA was measured by spectrophotometry.

2.3. P450 aromatase cDNA isolation

One microgram of total RNA from adult testis was reverse
transcribed using oligo(dTys) primers and Superscript II
MMLYV reverse transcriptase (Invitrogen). An aliquot of the
reaction was PCR-amplified with the degenerated primers
Arom up 5-GARAAYGTIMRICARTG-3' and Arom dw
5-CCIVWICCRAAIGGYTGRAA-3'. The amplification
was performed in the presence of 0.1 unit of Taq DNA poly-
merase in PCR buffer containing 25 mM of each dNTP and
3.5 mM MgCl, (Invitrogen). Touchdown PCR program was
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3 min at 94 °C, 20 cycles at 94 °C for 1 min, 60 °C for 1 min
and 72°C for 1 min, during which hybridization tempera-
ture was lowered from 60 to 40 °C. Amplification was then
pursued with 30 cycles at 94 °C for 1 min, 40 °C for 1 min
and 72°C for 1 min. After agarose gel electrophoresis, an
expected fragment of 453 bp was excised from the gel, in-
serted into the plasmid pCR2 (Invitrogen) and transfected
in E. coli INVa (Invitrogen). Positive clones were selected,
plasmids were extracted with the alkaline lysis method and
then sequenced (Genome Express).

The 3’-end of P450 aromatase cDNA was amplified us-
ing a rapid amplification of cDNA ends (RACE) strategy.
An aliquot of cDNA from adult testis described above was
PCR-amplified using an oligo(dT;5) and the specific primers
for aromatase Arom 1 5’-ATTGCAGCACCTGACACGAT-3
and Arom 2 5-GCCTGTGCAGGGAAATATAT-3' for
semi-nested PCR. A three step PCR amplification was
performed according to the following schedule, 94 °C for
3 min, 30 cycles at 94 °C for 1 min, 54 °C for 1 min, 72°C
for 1 min, then 72°C for 10min. Semi-nested PCR was
performed with 20 additional cycles from 1l of the first
PCR product. After agarose gel electrophoresis, a 390 bp
fragment was eluted from gel, inserted into pCR2 vector
(Invitrogen) and then sequenced (Genome Express).

The 5’-end of P450arom cDNA was then amplified
using a 5 RACE system (SMART RACE c¢DNA Am-
plification Kit, Clontech). cDNA was synthesized from
1pg of total RNA from adult ovary or testis accord-
ing to manufacturer’s instructions. PCR was performed
with a specific primer for P450 aromatase Arom 5R
5'-CGCATGACCACGTCCACAACCCGCTG-3' and 1 unit
Taq DNA polymerase (Advantage 2 Polymerase Mix, Clon-
tech). The reaction mixture was heated at 94 °C for 3 min,
amplified for the first five cycles as follows: 94°C for
30s and 72 °C for 3 min. The next five cycles were: 94 °C
for 30s, 70°C for 30s and 72°C for 3 min. The remain-
ing 30 cycles of PCR were carried out at 94 °C for 30s,
68°C for 30s, 72°C for 3min and a final extension at
72°C for 10min. The amplified products were separated
on an agarose gel. A fragment of 1.2kb was purified (Qi-
aBEX 1II Kit, QIAGEN), inserted into the plasmid pGEM-T
easy (Promega) and transfected into E. coli TG1 strain.
After extraction, the 1.2kb fragment was restricted and
subcloned into pBluescript KS*, and subclones were se-
quenced (Genome Express). Three independent clones have
been obtained for 5 RACE P450 aromatase, two from adult
testis and one from adult ovary.

2.4. RT-PCR

Total RNA (2 jug) from adult brain, heart, liver, kidney,
testis, ovary, intestine or spleen and only 1 pg of total RNA
from gonad—mesonephros complex were reverse transcribed
using oligo(dTs) primers and MMLV reverse transcriptase
(Invitrogen). Reverse transcription was performed for 2 h at
37°C in buffer containing 25 mM of each dNTP (Invitro-

gen), 0.2 pg/pl oligo(dTys) and 4 units of RNasin (RNase
OUT Ribonuclease, Invitrogen) in a total volume of 25 pl.
A 2l aliquot of resultant cDNA was used for PCR. The
amplification was performed with 0.1 unit of Taqg DNA Poly-
merase (Invitrogen) in PCR buffer containing 25 mM of each
dNTP, 2.5 mM MgCl; and 0.4 pM of each primer in a total
volume of 25 pl. Specific primers for P450 aromatase were
Arom 1 5-ATTGCAGCACCTGACACGAT-3’ and Arom 6
5'-TTGTTCTGTACATTCTCTAA-3'. The PCR product ob-
tained from these primers was 510 bp in length. This product
encompasses two exon/intron boundaries based on other ver-
tebrate aromatase genes. As a control to ensure that the RNA
was not degraded or to prevent poor transcription quality, the
GAPDH primers 5-ACTACAAAGGACTAGGTCAGG-3’
and 5'-CCGGTATTGCACTCAACGACC-3’ were used and
produced a fragment of 290bp. The PCR conditions were
94 °C for 3 min, followed by 35 cycles at 94 °C for 1 min,
52 °C for 1 min, 72°C for 1 min and 72 °C for 10 min. PCR
product (10 pl) was run in a 1% agarose gel and transferred
to nylon membrane (Hybond-N, Amersham). Membranes
were hybridized with DIG-labeled probes (DIG DNA label-
ing Kit, Roche) at 68 °C for 16 h in 5x SSC, 1% blocking
reagent (Roche), 0.1% N-lauroylsarcosine, 0.02% SDS.
Membranes were washed at high stringency and revealed
by chemoluminescence in the presence of autoradiographic
film (Hyperfilm ECL, Amersham).

2.5. Semi-quantitative analysis

Semi-quantitative RT-PCR was performed on gonad-
mesonephros complexes at stage 52 and 54. RT-PCR reac-
tion and southern transfer were realized as described above
with 24 cycles of amplification for GAPDH and 26 cycles
for aromatase. The intensity of the hybridization signal was
measured by Scion Image (Scion Corporation). The relative
amounts of P450arom mRNA in the gonad-mesonephros
complexes were normalized to GAPDH. The variation
of expression between different groups was analyzed by
Student’s t-test.

2.6. In situ hybridization

After dissection, gonad-mesonephros complexes were
fixed overnight in 4% paraformaldehyde at ambient tem-
perature. Tissues were dehydrated through a graded series
of ethanol, cleared in toluene and embedded in paraffin.
The tissues were then sectioned at 7 wm and mounted on
SuperFrost Plus slides (Menzel-Glaser).

Sections were dewaxed in toluene, rehydrated, treated
with 0.1 M glycine, 0.2M Tris—HCI (pH 7.4) for 10min
at room temperature and submitted to 1 g/ml proteinase
K for 15min at 37 °C. Then, slides were postfixed in 4%
paraformaldehyde for 15min at ambient temperature and
treated with 0.1 M triethanol-amine (pH 8.0), 0.25% acetic
anhydrid solution for 10min at ambient temperature and
then dehydrated through graded ethanol washes. Sections
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were placed in hybridization mix containing 300 mM NaCl,
1M Tris-HCI (pH 8.0), 5 mM EDTA, 10% dextran sulphate
(Pharmacia), 1x denharts, 0.5 mg/ml E. coli tRNA (Roche),
100 mM DTT (Sigma), 50% formamide and 40,000 cpm/pl
of appropriate labeled sense or antisense denatured probe.
Probes were synthesized by in vitro transcription at 39 °C
for 1h using 3>S CTP. Slides were then placed in a humid
chamber saturated with 50% formamide, 4x SSC and incu-
bated at 65 °C overnight. Following hybridization, unbound
probe was removed after two bathes of 4 x SSC, 10 mM DTT
for 30 min and 1 h at ambient temperature. Then, slides were
washed in 0.15M NaCl, 20 mM Tris—HCI (pH 8.0), 5mM
EDTA, 50% formamide and 100mM DTT for 30 min at
65 °C. Following washes, slides were incubated 1 h at 37 °C
with 20 pg/ml RNase A. The sections were then washed,
dehydrated and dried at ambient temperature. Autoradiog-
raphy was then performed: slides were immersed in photo-
graphic emulsion and dried overnight in darkroom. The next
day, slides were deposited in a box closed with an aluminum
sheet and placed at —20°C during 10-15 days. Slides were
revealed (Unifix, Kodak) and Hoescht was used for back-
ground coloration of nucleus.

3. Results

3.1. P450 aromatase cDNA isolation

Pleurodeles P450 aromatase cDNA (Fig. 1) was isolated
by RT-PCR from total RNA extracted from adult testis and
ovary. The first clone obtained by degenerated PCR is 453 bp
long as expected and is situated in the middle of the open
reading frame. Then, RACE-PCR was performed and we
obtained a 3’ RACE fragment of 490bp and a 5° RACE
fragment of 1.2 kb.

The P450 aromatase ¢cDNA contains two putative ORFs
of 1497 or 1536 bp due to the presence of two initiation sites
separated by 39 bp. The initiation codon used in vivo re-
mains uncertain in this species. Aromatase cDNA includes
a short 5’ untranslated region of 35bp and a 177 bp 3’ un-
translated region without polyadenylation site. Cloning of
5 extremity was performed from adult testis and ovary
cDNAs and no difference was found in 5 UTR in these
organs.

The deduced amino acid sequence of P. waltl P450 aro-
matase was compared with amino acid sequences from
P450 aromatase of several species: xenopus, chicken, hu-
man, mouse and zebrafish ovarian or brain forms (Fig. 2).
The Pleurodeles ORF encodes a putative protein of 512
amino acids which is slightly longer than that of xenopus
(500 residues), chicken (507 residues), and both mouse
and human (503 residues) proteins but shorter than in ze-
brafish ovarian type [27] and European sea bass {28] (517
residues). The best identity rate was observed with xenopus
(75%). For others, identity between P. waltl PAS0 aromatase
and chicken, human and mouse P450 aromatase is 68, 68

and 66% respectively. The comparison of the Pleurodeles
aromatase with both zebrafish (Fig. 2) and goldfish (not
shown) ovarian and brain aromatase forms shows a low
identity rate of 50%. The conserved regions were easily
identified by comparison with the corresponding regions
in other species: the membrane spanning (residues 24-44),
the helix I (residues 296-332), the ozols peptide (residues
355-378), the aromatic (residues 413-424) and the heme
binding (residues 438-461). Identity rate of each conserved
regions was also examined. The four following regions:
helix I, ozols peptide, aromatase specific region and heme
binding region present a high degree of identity among
most species (72-100%}) except for zebrafish (47-91%). For
the membrane spanning region, the identity rate with other
species is not more than 45%, but the hydrophobic character
of this region located at the NHj-terminal is conserved.

3.2. Tissue-specific expression in adults

Expression of P450 aromatase mRNA was examined by
RT-PCR in various adult tissues: liver, heart, kidney, ovary,
testis, intestine, brain and spleen (Fig. 3). P450 aromatase
is expressed mainly in gonadal tissues: aromatase mRNAs
were easily detected in the ovary and the testis, with an
ovarian signal higher than in testis. In addition, an expression
was revealed in the brain.

3.3. P450 aromatase expression in situ

The expression pattern of aromatase mRNA during TSP
was studied by in situ hybridization. Analysis was performed
in three panels of larvae: ZZ, ZW and ZW exposed to 32°C
during TSP. The localization of aromatase mRNA in the
urogenital apparatus was restricted to gonads since no ex-
pression was observed in mesonephros (Fig. 4). In this or-
gan, aromatase expression was very low at the beginning of
TSP but a high level of mRNA was detected from stage 50.
We observed no difference in staining intensity between the
three types of larvae up to stage 52 (data not shown). At
stage 54, aromatase expression was lower in ZZ larvae than
in ZW animals (Fig. 4). At this stage, on sections of ZW
larvae reared at 32 °C since stage 42, the signal was lower
than in control ZW larvae (Fig. 4). So, at the end of TSP,
the situation of heat treated ZW animals looks like that of
ZZ control ones.

3.4. P450 aromatase is expressed early during TSP

In order to get more information about aromatase ex-
pression during TSP, we realized RT-PCR analysis in
gonad-mesonephros complexes from larvae at different
stages of development. This should describe what occurs
in gonads since expression was restricted to this organ
as shown above by in situ hybridization. By qualitative
RT-PCR, we observed that expression began at stage 44
and was maintained thereafter in the three types of larvae
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I A Q H P T v E A K I M E E I K A v I G D 348

cgt gaa att cag agc cct gat atg cag aat cta aag gtc gtg gaa agc gtt ata tat gaa agt 1142
R E I Q S P D M Q N L K A \% E S \Y I Y E S 369

Arom 5R

atg aga tat cag ccg gtt gtg gac gtg g tc atg cgt aaa gct tta gca gat gat gta att gat 1205
M R Y Q P v A% D v v M R K A L A D D v I D 390

ggc tac tat gtg aga aaa gga acc aac atc att ctg aac cte gge cgt atg cat aga gat gaa 1268
G Y Y v R K G T N I I L N L G R M H R D 411

tat ttec ccg aag cca aat gaa tte tce ctt gaa aat ttc cag aag aat gtc cct tat cgc tac 1331
Y F P K P N E F S L E N F Q K N v P Y R Y 432

Arom dw Arom 2
ttt cag cca ttt ggc ttt ggc ccc cgt gcc tgt gca ggg aaa tat att gcc atg gta atg atg 1394
F Q P F G F G P R A C A G K Y I A M v M M 453
P
aaa gct atg ttg gtg acc gta ctg aag aga tac aga gtg caa acc atc atg ggg aga tgt tta 1457
K A M L v T v L K R Y R \Y% Q T I M G R C L 474
Arom_6

gag aat gta cag aac aac aat gat ctc gct ata cat cca gat gaa aca cag tct tcecg atg gag 1520
E N \'% Q N N N D L A I H P D E T Q S S M B 495

atg gtt ttc ctt ccc aga aat gga tta aat acg teg cta tta atg gect aca taa atcatttatat 1585
M v F L P R N G L N T S L L M A T 512

ctgcagtaatgctgacgtgttgtcacctttegattaccttactgtacctgaagtgtaactggaaaggtgacaacacggcagct 1668
gcaaagecctttaaccggecatatggtgtcacaggggacgceccggagettecttttcaagatcgtgtcaggtgetgecaata 1748

Fig. 1. Nucleotide and deduced amino acid sequences of Pleurodeles waltl aromatase cDNA. The P450 aromatase cDNA open reading frame was 1497
or 1536 bp depending on the initiation site. Potential initiation sites are double underlined. Aromatase ¢cDNA includes a 35bp 5’ untranslated region and
a 177bp 3’ untranslated region without polyadenylation site. The primers used for different PCR are arrowed. Accession number is AY135485.
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Fig. 2. Alignment of amino acid sequences of P450 aromatase from several vertebrates. Amino acid identity with Pleurodeles sequence is emphasized
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Fig. 3. Tissue-specific P450 aromatase mRNA expression in adult Pleurodeles waltl. Total RNA was extracted from different adult tissues: liver, heart,

kidney, ovary, testis, intestine, brain and spleen, and subjected to qualitative RT-PCR. For each tissue, two experiments with (4) or without (—) reverse
transcriptase were performed. GAPDH serves as a positive control.
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Fig. 4. Analysis of aromatase expression by in situ hybridization. Sections from larvae at stage 54 were hybridized with a sense or antisense RNA specific
P450 aromatase probe at 65 °C with 50% formamide. Analysis clearly revealed that expression of aromatase is restricted to gonads (G); no expression
was observed in mesonephros (M). The signal was higher in ZW larvae than in ZZ individuals or heat treated ZW larvae (Magnification 330x).
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Fig. 5. Analysis by qualitative RT-PCR of P450 aromatase in gonads of ZZ larvae and ZW larvae exposed or not to 32 °C during thermo-sensitive period.
At different stages of TSP: 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, total RNA was isolated from gonad-mesonephros complex, reverse transcribed and amplified by
PCR for 35 cycles. GAPDH serves as a positive control. For each stage, two experiments with (4+) or without (—) reverse transcriptase were performed.
The beginning of aromatase expression occurs at stage 44 in the three panels of larvae.
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(Fig. 5). However it should be noticed that among the high
number of larvae that we analyzed, in a few cases, aro-
matase expression was detected at stage 42 independently of
sex or treatment. This was expected to be due to individual
variations.

3.5. P450 aromatase expression increases during ovarian
differentiation

A semi-quantitative RT-PCR study was performed at the
end of TSP, the period of development at which differences
had been suggested to exist by in situ hybridization. At stage
52, just before histological sex differentiation of gonads, the
amount of aromatase mRNA measured in ZZ larvae was not
significantly different from ZW larvae (Fig. 6A). At stage
54, a significant difference was observed between female
and male larvae: in all cases, the signal was higher in ZW
animals than in ZZ ones (Fig. 6).

3.6. Masculinizing temperature is correlated with a low
level of aromatase expression

Since semi-quantitative RT-PCR confirmed that there
was a difference in aromatase mRNA level between ZZ
and ZW individuals at stage 54 as suggested by in situ
hybridization, we analyzed the effect of temperature ele-
vation at this stage. In ZW larvae reared at 32°C since
stage 42, the P450 aromatase/GAPDH ratio was reduced
down to a level which was not significantly different from
those observed in control ZZ larvae (Fig. 7). The level
of aromatase expression in ZW larvae heated at 32°C
at stage 54 for 48h was also analyzed. In that case, the
increase in temperature did not induce a decrease in aro-
matase expression (Fig. 7). This was in agreement with
the fact that temperature-induced sex reversal is observed
only if heat treatment is performed during the whole TSP

[6].
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Fig. 6. Aromatase expression in ZZ and ZW larvae during sexual differentiation. (A) Total RNA of gonad-mesonephros complex of ZZ and ZW
individuals was reversed transcribed and amplified by PCR for 26 cycles. After hybridization, relative amounts of P450 aromatase mRNA were normalized
to GAPDH. Values are means of replicates, the number of which is indicated by N. Vertical bars indicate the mean standard error. We did not measure
difference between ZZ and ZW larvae at stage 52 (P = 0.80), but at stage 54, aromatase expression increases in ZW larvae and is 1.5-fold higher than
in ZZ larvae (P = 0.04). (B) At stage 54, total RNA of four ZZ and ZW individuals isolated from a pair of gonads not dissociated from mesonephros
was reverse transcribed, amplified by PCR for 26 cycles, hybridized and revealed by chemoluminescence.
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Fig. 7. Effect of temperature on aromatase expression after heating ZW larvae at 32 °C during all TSP or during 48 h. Relative amounts of P450-aromatase
mRNA were normalized to GAPDH. Values are means of replicates, the number of which is indicated by N. Vertical bars indicate the mean standard error.
Aromatase expression level in ZW larvae heated at 32°C during all TSP was not significantly different from those observed in ZZ larvae (P = 0.32)
but was significant from those observed in ZW larvae (P = 0.006). At this stage, temperature had no effect when ZW larvae were heated during 48 h:
the level of aromatase expression was similar to those of control ZW larvae (P = 0.69).

4. Discussion

Previous studies on P. walt! applying treatments with es-
trogens and aromatase inhibitors, as well as measurements
of aromatase activity during normal development and sex
reversal showed that estrogens are involved in ovarian dif-
ferentiation {12,19,23]. The present work was performed in
order to better study this phenomenon and to test the hy-
pothesis of a link between temperature-induced sex reversal
and aromatase expression.

We have isolated from adult gonads a P450 aromatase
¢DNA which contains the complete ORF. The 5’ untrans-
lated region obtained from three independent experiments
of RACE-PCR was not longer than 35 bp. This result is con-
sistent with those observed for many P450 aromatase cDNA
isolated from species such as European sea bass [28], tilapia
[29] as well as xenopus [30] or human [31]. Moreover, like
in fishes such as rainbow trout [32], tilapia {29], Japanese
flounder [25], zebrafish {33] or European sea bass [28], Pleu-
rodeles aromatase cDNA has two potential initiation codons
which are separated by 39 bp. However, the ATG used in
vivo is not clearly defined in all these species. Hence, the
deduced amino acid sequence size of P. waltl is either 499
or 512 amino acids depending on the initiation codon. Com-
parisons of the Pleurodeles sequence with that from other
species showed 75% of identity with xenopus against 68%
with chicken or human and only 66% with mouse. Com-
parison with zebrafish or goldfish gave the lowest identity
(50%).

RT-PCR analysis of aromatase expression in various adult
tissues of Pleurodeles revealed that P450 aromatase mRNAs

were present in both male and female gonadal tissues. A sig-
nal was also revealed in the brain. The amplification level in
the ovary was higher than in the testis or in the brain. In other
tissues studied, we did not detect any aromatase expression.
These results are identical to those found in European sea
bass [28] and channel catfish [34]. However, in other species,
aromatase transcripts have also been described in other or-
gans. For instance, in the Japanese flounder, P450 aromatase
expression was reported in the spleen [25]. In Xenopus, aro-
matase transcripts were detected in kidney, heart and liver
{30]. Taken together, these results indicate that in adult tis-
sues of non-mammalian vertebrates, aromatase is mainly
expressed in ovary, testis and brain whereas its expression
is rather weak in other tissues depending on species. In
Pleurodeles, the presence of aromatase transcripts in testis
could be related to a role of estrogens in spermatogenesis as
demonstrated in mammals [35].

The presence of aromatase transcripts in the brain has
been reported during development of reptiles such as M. rer-
rapin [24] and A. mississipiensis [36]. This phenomenon has
been also described in birds as zebra finch where the en-
zyme probably plays a part in the differentiation of sexual
behavior [37]. While in mammals CYP 19 transcripts are
known to arise from an alternative tissue-specific splicing
[38], two CYPI9 genes encoding different P450 aromatases
were isolated recently in the ovary and in the brain of several
fish species such as goldfish [39], zebrafish [27] and tilapia
[40]. In the latter species, the two isoforms were present at
the same time in the ovary and in the brain but in different
amount. So, the question arises whether a similar situation
exists in P. waltl. In the present study, no difference was
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seen between sequences obtained from adult ovary or testis.
However, it remains to verify if an aromatase isoform could
be present in Pleurodeles brain. Our RT-PCR experiment
on adult tissues does not allow the discrimination between
two hypothetical forms (brain versus ovarian) of aromatase
mRNA. Moreover, the comparison with fishes aromatase se-
quences did not give us further information since the Pleu-
rodeles aromatase is not closer to the ovarian form than to
the brain form of both zebrafish and goldfish species. Ex-
periments are underway to clarify whether a different aro-
matase mRNA exists in Pleurodeles brain.

During development of Pleurodeles larvae, gonadal aro-
matase mRNAs were easily detectable by in situ hybridiza-
tion only from stage 50. On the histological sections, we
observed that in the urogenital apparatus, the signal was re-
stricted to gonadal tissue. This allowed us to study aromatase
expression by a qualitative RT-PCR method which showed
that aromatase mRNA was transcribed very early during sex-
uval differentiation in ZZ, ZW and ZW larvae heated at 32°C
during all TSP. Aromatase transcripts were actually detected
as soon as stage 44. In a few cases, expression was observed
at stage 42 and was probably the result of individual varia-
tion. A signal was observed at all the other stages of TSP.
The differences in the results obtained by in situ hybridiza-
tion and RT-PCR are probably due to a difference in the
sensitivity of the two methods. A similar early expression of
aromatase before sex differentiation has also been described
in zebrafish [41], as well as in A. mississipiensis [36]. On the
contrary, a correlation between the beginning of aromatase
expression and occurrence of the first signs of sex differen-
tiation has been reported in Xenopus {30] and in the chicken
[42,43]. What could be the reason for such an early expres-
sion during gonadal development of some species including
Pleurodeles? Since we did not detect any difference between
Z7. and ZW larvae before stage 54, one might propose that
there is not a relevant function at these early stages. Besides,
aromatase activity measurements did not reveal a significant
activity of the enzyme at the early stages of TSP [19].

When observed by in situ hybridization, the degree of
aromatase mRNA expression at stage 54 appeared to be
lower in ZZ individuals than in ZW larvae. This observa-
tion was confirmed by semi-quantitative RT-PCR. This re-
sult was in agreement with data about aromatase expression
in other non-mammalian vertebrates and confirmed that an
increase in the level of aromatase expression actually seems
to be the main pathway for female gonadal differentiation
[14,24,25,36,40,44].

However, the results deduced from our semi-quantitative
RT-PCR analysis were only partially in accordance with
those of aromatase activity measurement previously ob-
tained in our laboratory [19]. Of course, aromatase activity
was shown to be higher in ZW larvae than in their ZZ
counterparts at stage 54. Nevertheless, in females, the value
was 40-fold higher than those measured in males whereas
in the present study, the ratio aromatase/GAPDH was only
1.5-fold higher [19]. Besides, a small difference in aro-

matase activity was already observed between male and
female larvae at stage 52 whereas no difference could be
observed at the mRNA level. This could suggest that aro-
matase activity is also regulated at the post-transcriptional
level. Recently, changes in cerebral aromatase activity
were reported following treatments with kinase activa-
tors [45]. It might be interesting to study the involve-
ment of such a regulation in sex differentiation and sex
reversal.

The last part of this work was devoted to the analysis of
the effects of temperature on aromatase expression in the
context of temperature-induced sex reversal. Indeed, it was
demonstrated that estradiol abolishes masculinizing effect
of high temperature [46], indicating that estrogens are im-
portant in ovarian differentiation and that temperature acts
upstream in repressing directly or indirectly estrogen syn-
thesis. Moreover, exposure of ZW larvae to 32°C during
all TSP results in a decrease of aromatase activity [19]. So,
we hypothetized that this could be the result of a decrease
in aromatase expression as suggested in several species of
fishes and reptiles [10,24,25,36,47].

In P, waltl, study of aromatase expression in ZW larvae
heat-treated during all TSP showed that at stage 54, aro-
matase mRNAs were present in similar amount than in ZZ
larvae. Again, this result was suggested by in situ hybridiza-
tion and then confirmed by semi-quantitative RT-PCR. So,
as expected from other species, temperature seems to re-
press aromatase expression in P. waltl. However, when heat
treatment was performed at the end of TSP (32 °C for 48h
at stage 54), the leve!l of aromatase mRNA was not modi-
fied. This observation was in agreement with the fact that
such a treatment does not affect aromatase activity [19], and
sex reversal of ZW larvae is obtained only if heat treatment
is applied during the whole TSP [6]. These results together
suggest that the action of temperature on the overexpression
of aromatase mRNA or on the inhibition of its degradation
would necessarily imply elements that are present during the
whole TSP but absent after stage 54.

We have brought an additional support to the conservation
of the aromatase sequence in vertebrates as well as the con-
servation of its expression in both gonads and brain. Further,
our results on the Pleurodeles species are in agreement with
the well known role of estrogen hormones in the female dif-
ferentiation of lower vertebrates. Particularly, we report here
that ZW Pleurodeles larvae, that have been sex reversed in a
temperature-dependent manner, show the same level of aro-
matase expression as a ZZ larvae. Alternatively, aromatase
is over-expressed in gonads of normal ZW individuals but
not ZZ ones, suggesting a regulation at the transcriptional
level. Whether the raise of mRNA expression in ZW larvae
can account for the sex-dependent differential level in aro-
matase activity is not yet established, and we cannot rule
out the possibility of a regulation at the post-transcriptional
level. Whatever this regulation may be, its sensitivity to tem-
perature appears to be restricted to a defined period of de-
velopment, the TSP, which constitutes an interesting basis
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for a differential screening of genes potentially implicated
in this pathway.

Additionally, a possible involvement of a brain aromatase
expression in sex reversal must be taken into consideration
for a better understanding of the Pleurodeles sex determina-
tion model.
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L’aromatase et la différenciation sexuelle chez Pleurodeles waltl

2) Synthése sur le role des stéroides et de 1’aromatase au cours de la

différenciation sexuelle chez Pleurodeles waltl

(«Steroids, aromatase and sex differentiation of the newt Pleurodeles walth» Kuntz et al., 2003)

Chez Pleurodeles waltl, les hormones stéroides jouent un role important dans le
contrdle de la différenciation gonadique et peuvent induire des inversions sexuelles
fonctionnelles (Fig.23). Effectivement, le benzoate d’cestradiol féminise des larves
génétiquement males ZZ (Gallien L., 1951). La testostérone n’a pas d’effet masculinisant
chez des larves génétiquement femelles ZW alors qu’elle induit une féminisation des larves
77 (Gallien L., 1954b). Ce dernier effet, dit paradoxal, a été décrit chez d’autres
amphibiens et certains reptiles TSD (Wibbels T. et Crews D., 1992; Wallace H. ef al,
1999). 11 a été expliqué par 1’aromatisation de la testostérone en cestradiol et I’hypothése a
été confirmée par I’application d’androgénes non aromatisables (Crews D. et al., 1996;
Pieau C., 1974). Chez le pleurodéle, la dihydrotestostérone (DHT), androgeéne qui provient
de la conversion de la testostérone par la Sa reductase, n’affecte pas la différenciation
sexuelle de larves ZZ alors qu’elle masculinise des larves génétiquement femelles ZW
(Chardard D. et al., 2003). Jusqu’a présent, I’effet masculinisant d’androgénes n’avait
jamais ét¢ démontré chez notre modele. Par contre, chez les poissons, les androgénes 11-
oxygénés semblent étre impliqueés dans la différenciation testiculaire (Van den Hurk R. et
Van Oordt P.G., 1985; Baroiller J.F. et Toguyeni A., 1995). L’exposition de larves ZW de
pleurodéle a la 113 hydroxyandrostenedione a conduit a un effet masculinisant plus
important que la DHT (Chardard D. et al., 2003). Cependant 1’implication des androgénes
dans la différenciation male reste a confirmer, alors que le réle crucial des cestrogénes et
notamment celui de 1’aromatase, 1’enzyme responsable de la conversion des androgénes en
cestrogénes est incontestable chez notre modele. Effectivement, ’activité aromatase
augmente chez les larves femelles ZW a partir du stade 52, avant 1’approche de la
différenciation sexuelle tandis qu’elle reste faible chez les larves ZZ (Chardard D. et al.,
1995). La corrélation entre un haut niveau d’activité aromatase et la différenciation
ovarienne a ét¢ démontrée par différents traitements : Pactivité augmente lors de la
féminisation de larves ZZ par 1’cestradiol tandis qu’elle diminue lors de la masculinisation
de larves ZW par I’application d’un inhibiteur d’aromatase, le fadrozole (Chardard D. et
Dournon C., 1999). Ainsi, une synthése importante d’cestrogénes semble étre essentielle
afin d’atteindre un niveau seuil, nécessaire pour diriger la différenciation ovarienne. Lors

de I’effet paradoxal chez les larves ZZ, la conversion de la testostérone en cestradiol atteint
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un niveau suffisant pour induire une différenciation femelle. De méme, lors du traitement
avec le fadrozole, les larves ZW qui échappent a la masculinisation présentent un haut
niveau d’cestrogénes corrélé a une activité aromatase importante (Fig.23).

Cette production de stéroides semble étre régulée par la température puisque 1’effet
masculinisant d’une température élevée peut étre contrecarré par les cestrogénes (Zaborski
P., 1986). En outre, I’activité aromatase et le niveau de transcrits chez des larves ZW
élevées a 32°C pendant toute la période thermosensible est similaire a celui observé chez
les individus males ZZ (Chardard D. et al., 1995) ( voir partie résultats 1.1). Cependant, cet
effet inhibiteur de la température sur 1’aromatase n’est observé qu’a la fin de la période
thermosensible suggérant plutot une action indirecte via un autre facteur thermosensible ou
via un autre tissu comme le cerveau ou des transcrits aromatase ont été détectés (voir partie

résultats 1.1).

Aromatase
Température (faible)
élevée (32°C)
Androgénes

non aromatisables

Aromatase
(fort)

Gonade
Bipotentielle
(soma)

Fadrozole

Ovaire

Testostérone Testostérone

: Qestradiol
(faible) — (fort)

(fort)

Figure 23 : Role des hormones stéroides au cours de la différenciation ovarienne chez
Pleurodeles waltl. Les cercles gris représentent les événements importants qui ont lieu lors de la
différenciation femelle. L’application de testostérone conduit & un développement femelle des larves
génétiquement males ZZ. L’application du fadrozole (un inhibiteur d’aromatase), d’androgéne non
aromatisable ou d’une température de 32°C pendant toute la TSP entraine une inversion sexuelle des larves
ZW.
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* Article 2 (revue).

Présentation orale au «Third International Symposium on the biology of vertebrate

sex determinationy» le 25 mars 2003 & Hawaii (USA).
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Abstract. In the newt Pleurodeles walil, genetic sex determi-
nation obeys female heterogamety (female ZW, male Z7). In
this species as i most of non-mammalian vertebrates. steroid
hormones play a key role i sexual differentiation of gonads. In
that context, male to female sex reversal can be obtained by
treatment of ZZ larvae with estradiol, Male 1o female sex rever-
sal has also been observed following treatment of 727 larvac
with testosterone, a phenomenon that was called the “paradoxi-
cal effect™. Female to male sex reversal occurs when ZW larvae
are reared at 32°C during a thermosensitive period (TSP) that
takes place from stage 42 to stage 54 of development. Since
steroids play an important part in sex differentiation, we

focussed our studies on the estrogen-producing enzyme aroma-
tase during normal sex differentiation as well as in experimen-
tally induced sex reversal situations. Qur results hased on treat-
ment with non-aromatizable androgens. aromatase activity
measurements and aromatase expression studics demonstrate
that aromatase {i) is differentially active in 27 and ZW larvace,
(i) is involved in the paradoxical effect and (i11) might be a
target of temperature. Thus, the gene encoding aromatase
might be onc of the master genes in the process leading to the
differentiation of the gonad in Plewrodeles walil.

Copyright £ 2003 5. Karger AG, Basel

Sex determmation is the switch process by which an embryo
will develop into a male or a female. In vertebrates, despite a
relatively well conserved pattern of gonad ditterentiation, spe-
cies have evolved multiple ways of initiating testicular or ovari-
an development. Roughly. two mechanisms can be distin-
guished: genetic sex determination (GSD)Y where sex 1s deter-
mined by sex chromosome constitution, and environmental sex
determination (ESI) whoere sex is determined by environmen-
tal tactors such as temperature as exemplified in many reptiles.
Thus. the use of maltiple models is of considerable interest o
unravel sex determination mechanisms.
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In this regard. the newt Plenrodeles waldd is an interesting
model since this urodele amphibian specics displays GSD. and
functional sex reversal can be obtained by thermal treatment.
This species obeys female heterogamety: females possess ZW
chromosomes whercas males have 77 chromosomes, Although
sex chromosomes are homomorphic and cannot be distin-
guished by conventional karvotyping. the genotype can be
deduced from the analysis of a sex-linked marker: peptidase 1,
This dimeric and polymorphic cazyme is encoded by two
codominant genes: peplA on chromosome Z and pepiB on
chromosome W (Ferrier et al., 19801, So. in ZW larvae the anal-
ysis of the clectrophoretic pattern of peptidase 1 leads to a
three-banded pattern {either AA. AB or BB isoforms) whereas
only one spol is detected in ZZ individuals (AA 1soform), pro-
vided that there is no allelic polymorphisn.

Gonadal differentiation

Following the activation of sex determination mechanisms.
sex differeniiation takes place (Haves, 1998, Wallace ¢t al.,
1999), However, much is unknown about the mechanisms
involved in gonadal differentiation in Plewrodeles as well as in
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Fig. 1. Gonadal differentiation in Plewradeles walil, Several stages. determined according to the table of development of Gal-
lien and Durocher (1937), are shown along the axis. Gonadogenesis begins by the formation of the genital vidge which ends at stage
42, Then the diierent state follows up o stage 83 at which the differentition inovary or testis can be ascertamed by histologieal
examination (see text for details), The development of Plewrodeles tarvae inchades @ thermosensitive pertod from stage 42 to S4.
during which sex reversal can be induced by rearing ZW tarvae at 32°C,

other amphibians. The gonads originate {rom an out-pocket of

cells on the ventral surface of the mesonephros. Migrating germ
cells colonize the mesoderm leading to the formation of 4 geni-
tal ridge. The gonads develop due to proliferation of both
somatic and germ cells, After this inditferent stage. ovarian dif-
ferentiation in ZW larvace is characterized by the development
of the cortical part which includes large follicles while medulla
regression leaves a cavity, In contrast, testis differentiation
occurs by development of the medulla and a simultancous cor-
tical regression. In Plearodeles, stage 33 is the first stage at
which the sex of the gonad may be ascertained by histological
cexamination {Fig. 1). When compared to other vertebrates.
gonad differentiation is a slow process in Plewrodeles and in
other amphibians as well: itoccurs only during larval life and in
some cases (undifferentiated and semi-differentiated species) it
takes place around metamorphosis (Dournon et al., 1990;
Hayes, 1998).

Sex reversal
In Plewrodeles waltl, several kinds of sex reversal can be

obtaincd experimentally. In this species, as in fishes (Guiguen
etal.. 1999), reptiles (Picau et al., 2001) or birds (Scheib, 1983),

Cytogenet Genome Res 101:283-288 (2003)

i.e. in non-mammalian vertebrates, steroid hormones are in-
volved in sex differentiation and they can induce a definitive
sex reversal, When treated by estradiol benzoate, ZZ individu-
als differentiate mnto tunctional neo-females (Gallien, 1951
Chardard et al., 2003). So. estradiol induces a feminizing way
that could be autonomously maintained. No effect on gonadal
differentiation 1s observed when this steroid s applied on ZW
larvae. Testosterone induces more surprising results: this com-
pound cannot masculinize ZW larvac but it induces the femim-
zation of 77 individuals (Gallien, 1954), This 1s the famous
paradoxical cffect that is also observed in other species of uro-
dele amphibians (Gallien, 19620 Haves, 1998) and reptiles
{(Wibbels and Crews, 1992).

Other cases of sex reversal can be obtained by increasing the
temperature of the rearing water. Indeed, at room temperature
(20 £ 2°0). scxual differentiation conforms strictly to sexual
genotype whereas at 32°C, larvae of female genotype (ZW)
become fertile phenotypic males (Houllon and Dournon,
1978: Dournon and Houillon, 1984, 1983). For maximal effi-
ciency, heat treatment must be performed during the thermo-
sensitive period ranging from stage 42 1o stage 54 (Fig. 1). The
mechanism involved in this particular action of temperature is
not well understood. However, it is strongly suggested that ste-
roid production is modified in this situation, The first experi-



mental result that led to such a hvpothesis demonstrated that
treatment with estradiol benzoate was able to counteract the
masculinizing eftect of temperature (Zaborski. 1986).

Aromatase

Duc to the role played by steroids in sex differentiation in
Plewrodeles waltl, a main focus of our lab in the past few years
was the study of the estrogen-synthesizing enzyme aromatase.
This is a microsomal enzyme complex composed of two poly-
peptides, aromatase cvtochrome P450 and a Havoprotein,
NADPH-cviochrome P450 reductase. The NADPH-cvto-
chrome P430 reductase is an ubiquitous protein found in the
endoplasmic reticulum of most cell types and 18 responsible for
transferring reducing equivadents from NADPH to any ¢yto-
chrome P450 with which it comes into contact. Aromatase
cytochrome P450 is only expressed ina few cell types, especial-
ly in gonads and brain. This subunit of the complex is responsi-
ble for binding the C19 steroid substrate (androstenedione and
testosterone) and catalyzing the rate-limiting reaction in ¢stro-

gen biosynthests which leads to the phenolic A ring typical of

cstrogens.

Aromatase and paradoxical effect

Aromatase has been suggested to be responsible for the para-
doxical cffect observed with testosterone in reptiles with TSD
(Picau, 1974; Wibbels and Crews, 1992). Indeed. aromatase
could transform exogenous testosterone to estradiol. In order to
test this hypothesis in Plewrodeles walll, we performed treat-
ments with non-aromatizable androgens (Chardard et al.
2003). Such compounds are obtained by the enzyme Su-reduc-
tase which gencrates dihydrotestosterone (DHT) from testos-
terone. When applied at 500 pp/l on ZZ larvae during the ther-

mosensitive period, DHT did not aftect the differentiation of

the gonads: after metamorphosis. disscction revealed testes
similar to controls and when reared up o adulthood, such ani-
mals were dentified as fertile males. As a control, DHT was
applied on ZW larvae: it induced masculinization. A similar
result was obtained when ZW larvae were treated with DHT
metabolites such as Su-androstane-3a-17p-diol. Se-androstane-
3p-17B-diol and androsterone.

The same masculinizing effect was also observed in experi-
ments where another non-aromatizable androgen was used
on ZW larvae: 11f-hydroxy androstenedione (1IB-OHA)
(400 pug/M). The latter appeared to be more efficient than DHT
0 its mascolinizing cftects and less toxic. Although 1 f-oxy-
genated androgens are believed to be natural androgens in tele-
osts (Borg, 1994), it is not demonstrated in Pleurodeles. How-
cver, 1 1B-oxygenated androgens have been detected in gonads
of Tritwrus cristatus (Lupo di Prisco et al., 1971, 1972) and Nec-
turus maculosus (Bolafti et al., 1979). Whether these androgens
induce sex reversal through androgen receptor binding or
through an anti-cstrogenic pathway is unknown. However,
these results reinforce the idea of an implication of aromatase
in the paradoxical effect of testosterone.

Aromatase and female differentiation

In order to assess the involvement of aromatase in the sex
differentiation process, we have quantified its activity (Char-
dard ct al., 1993). This was performed by measuring the *H, O
refeased upon conversion of [1B-*H}-androstenedione to es-
trone, in gonads freshily isolated from larvac at different stages
of development,

Whercas a very fow and constant aromatase activity is
detected in larvae from stage 47, a significant increase in
enzyme activity is observed in ZW larvac at stage 32, The dif-
ference between ZZ and ZW larvae increases thereafler. At
stage 54, the activity of the enzyme is 40-fold higher in female
than in male larvae (Fig. 2A). This suggests that aromatase
plays a key role in female differentiation and that the difference
in activity between males and females at stage 52 might be the
first sign of this differentiation. prior to any histological mani-
festation,

Aromatase activity was also measured in ZZ larvac follow-
g treatment with estradiol (Fig. 2B). In these animals that
become neofemales, the activity increased at stage 55 that is
later than in normal ZW individuals.

The role of aromatase was also studied by the use of aroma-
tase inhibitors that have been shown to induce sex reversal of
genctic females (Chardard and Dournon. 1999). 1t should be
noticed that some of these drugs could not be used due to their
toxicity on Pleurodeles larvae {e.g. miconazole). Some other
inhibitors such as aminogluthetimide failed to inhibit aroma-
tase activity even when used at high concentrations {7 mg/l).
The best results were obtained with fadrozole which sex-
reversed ZW larvae in a dose-dependent manner: 33% of sex
reversal using 400 pg/l versus 12 % using 100 pg/l. Thus, evenif
results varied according to the tvpe of mhibitor, there was
always a good correlation between aromatase inhibition and
sex reversal, This is clearly strengthened by a more detailed
analysis of the effects of fadrozole (Fig. 2C). In this experiment,
7ZW larvae were treated with fadrozole since stage 52 and sever-
al animals were analyzed at different stages in order to analyze
aromatase activity either alone (stages 52 and 34) or together
with gonadal phenotype in difterentiated gonads (stages 55 and
56). We obscerved that aromatase activity was inhibited up to
stage 54 in all the individuals. However, at later stages, whereas
aromatase activity is maintained at a low level in some animals
which differentiate testes, there is an increase in aromatase
activity in other animals which escape from the effect of fadro-
zole and differentiate ovaries.

Aromatase and temperature-induced sex reversal

Since temperature can sex reverse genetic female larvae
(ZW) into fertile neomales on one hand, and since estrogens are
able to counteract the effect of temperature on the other hand.
it was hypothesized that estrogen production was affected dur-
ing heat treatment. To confirm this point, experiments were
performed to analyze the status of the estrogen producing
enzyme aromatase during heat treatment (Fig. 2D). Enzyme
activity measurements showed that in ZW larvae reared at

Cytogenet Genome Res 101:283-288 (2003)
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Fig. 2. Aromatasc activity and gonadal differentiation in Plerrodeles waltl, Up to stage 54, aromatase activity was measured by the ‘H, O
method in ponads and mesonephros. At stages 55 and 36, the cnzymatic activity was micasured in one gonad while the other one was subjected
to a histological analysis to identify the sexual phenotype. Empty squares show ZZ genotype and filled circles show ZW genotype. (A) A
significant increase in aromatase activity is observed in control ZW larvae from stage 52 and the difference in the enzyme activity between
males and females increases thereafter, (B) When Z7Z larvae are treated with estradiol, an increase in aromatase activity oceurs (stage 353) and
gonads differentiate in ovaries, {€) When ZW larvae are reared in the presence of fadrozole, two situations are observed: either aromatase
activity does not increase and gonads difterentiate in testes or aromatase activity increases later than in control larvac (at stage 34) and these
tarvae escape to sex reversal, (D) In ZW larvac reared at 32°C during the thermosensitive period, this increase docs not occur and gonads

differentiate in testes,

32°C from stage 42 to stage 34, i.e. during TSP, there was no
increase in aromatase activity in contrast to what occurs in con-
trol genetic females (Chardard et al., 1993). Attempting to
explain this observation, we expected that it was a result of a
decrease in aromatase gene expression and gene expression
stuchies were undertaken (Kuntz et al., 2003).

Hence, the gene encoding aromatase in Pleurodeles waltl
was cloned. The sequence showed a high homology to se-
quences already identified in other vertebrates. RT-PCR analy-
ses confirmed what is usually observed in adults of other spe-
cies since a signal was detected in testis, ovary and brain. In
addition, aromatase gene expression was found in the lung.
Such a result has never been described in other species and we
have no physiological explanation about this up to now,

Qualitative RT-PCR analysis performed during larval devel-
opment showed that aromatase gene expression appears at the
beginning of TSP, at stage 44, in ZZ, ZW and heat-treated ZW
larvae. In situ hybridization performed at stage 54 showed that
aromatase gene expression was restricted to the gonads, without
any signal in other tissues of truncal sections. On the histological
sections, the expression appeared stronger in control ZW larvae
than in heat-treated ZW larvae, the latter showing a staining
identical to that of ZZ males (Kuntz et al., 2003).

Semi-quantitative RT-PCR study of aromatase gene expres-
sion failed to detect a significant difference between the three
kinds of larvae until stage 54. At this stage, in ZW control lar-
vae, we observed a level of mRNA two-fold higher than that of
heat-treated ZW animals. In these larvae reared at 32°C since
stage 42, the level of aromatase mRNA appeared identical to
that of ZZ larvae (Kuntz et al., 2003).
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Together, the results of the semi-guantitative RT-PCR
study and those of in situ hybridization confirmed our hypoth-
esis of a decrease in aromatase gene expression in the condition
of temperature-induced sex reversal. However, these results
cannot cxplain the differences in aromatase activity that we
reported previously. Indeed, at the enzymatic activity level,
differences may be observed between genetic males and genetic
females as soon as stage 52. Besides, at stage 54, the difference
in aromatase activity between males and females (40-fold) was
much more pronounced than the differences observed at the
mRNA level (two-fold). Hence, we have to conclude that even
if temperature may affect aromatase gene expression, modifi-
cations at the post-transcriptional level probably also occur.
One might also propose that despite of the absence of high
changes at the mRNA level, the level of the protein could be
affected in the case of heat treatment. Phosphorylations could
also be involved since kinase activators or kinase inhibitors are
able to induce fast changes in cerebral aromatase activity in
birds (Balthazart et al., 2001). Finally, another hypothesis
could be the production of an inhibitor of the enzyme in heat-
treated larvae.

Conclusion

The different studies reported in this paper agree with an
important role of aromatase in Pleurodeles waltl, not only in
female differentiation but also in sex reversal processes such as
testosterone-induced feminization of ZZ larvae (paradoxical
effect) or temperature-induced masculinization of ZW larvae
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{Fig. 3). This is in agreement with data obtained in other non-
mammalian vertebrate species such as fishes or reptiles.

What is more precisely the action of aromatase in sex differ-
entiation? The increase in aromatase activity observed at stage
52 in female larvae could induce an accumulation of estrogens
above a threshold that would lead to ovary differentiation.
When testosterone is applied on male larvae, the low level of
aromatase activity could finally lead to the aromatization of the
large amount of androgens and to sufficient accumulation of
estrogens which, above the threshold, could trigger female dif-
ferentiation. Of course, such a result cannot be observed when
non-aromatizable compounds are used. This “threshold theo-
ry” appears well illustrated by the results of fadrozole treatment
of ZW larvae: according to the level of aromatase inhibition,
and consequently of estrogen production, larvae can differen-
tiate either into males or females. In Plewrodeles, gonads are
sensitive for a long time to alterations of the estrogen level: ste-
roid application cither during the TSP or after the TSP both
induce sex reversal (Chardard et al., 2003).

In regard to this, what does the TSP represent at the molecu-
larand cellular level, i.e. what is the target of temperature? Aro-
matase expression starts at stage 44 just after the beginning of
TSP, but in the gonads we did not detect any difference
between control or heat-treated females before stage 52, at eith-
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L’aromatase et la différenciation sexuelle chez Pleurodeles waltl

3) Etude de Dexpression de 1’aromatase dans le cerveau pendant la

différenciation gonadique

(article soumis pour publication)

A) Introduction

Chez les espeéces dont le déterminisme est sensible a la température, il a été suggéré
qu’un facteur thermosensible présent dans le cerveau puisse influencer la différenciation
sexuelle. L’aromatase a été supposée Etre la cible directe ou indirecte de la température. En
effet, dans le cerveau du poisson Oreochromis mossambicus, la température modifie le
niveau de transcrits aromatase durant le processus de la différenciation sexuelle (Tsai C.L.
et al., 2003). Chez Oreochromis niloticus, la masculinisation de femelles génétiques par
une température d’élevage importante entraine une répression de 1’expression de
I’aromatase dans les gonades ainsi qu'une baisse de 1’activité aromatase d’environ 3 fois
dans le cerveau suggérant que ce dernier pourrait aussi intervenir au cours de la
différenciation testiculaire (D'Cotta H. et al., 2001b). Chez deux espéces TSD, il a aussi été
démontré que 1’aromatase cérébrale ¢tait sensible a la température. Chez la tortue
Malaclemys terrapin, le niveau des transcrits aromatase est plus important dans le cerveau
femelle par rapport au cerveau male au début de la TSP, avant ’augmentation observée
dans les gonades femelles (Jeyasuria P. et Place A.R., 1997). Il en est de méme chez la
tortue Trachemys scripta (Willingham E. et al., 2000; Crews D. et al., 2001). Afin de
savoir si le cerveau intervient dans la détermination et la différenciation gonadique chez le
pleurodéle, nous avons étudié 1’activité et 1’expression de 1’aromatase cérébrale au cours
du développement larvaire normal ou obtenu en conditions d’inversion sexuelle induite par

la température.

B) Principaux résultats

Chez de nombreux vertébrés, il a été montré qu’un mécanisme d’épissage alternatif
génére des transcrits aromatase avec des régions 5° UTR différentes mais une région
codante commune (Bershtein L.M., 1997; Golovine K. ef al., 2003; Ramachandran B. et
al., 1999). Chez les poissons, sauf pour la raie Dasyatis sabina qui contient aussi des 5’
UTR différentes (Ijiri S. et al., 2000), deux transcrits aromatase provenant de deux génes
différents ont été isolés dans le cerveau et dans I’ovaire (Kwon J.Y. ef al., 2001; Kishida

M. et Callard G.V., 2001; Tchoudakova A. et Callard G.V., 1998; Chiang E.F. ef al.,
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2001b). Par conséquent, nous avons commencé notre étude par rechercher 1’éventuelle
présence d’un transcrit spécifique dans le cerveau. Pour ce faire, une RACE-PCR en 5 a
été réalisée sur un cerveau adulte de pleurodéle. Nous avons ainsi isolé un transcrit
aromatase présentant une région 5’ différente du transcrit gonadique et une région codante
identique (Fig.24). Des couples d’amorces spécifiques de chaque isoforme ont ensuite pu

étre choisi afin d’étudier et de comparer leur expression.

(62 gattctaatacgactcactatagggcaagcagtggtaacaacgcagagtacgcgggg

gttttcecttttgggaagctgaaggag

G acgcggggacacacttett

atg ttc tca ggc gag acg ttg ctc gaa ata ttg aag ccc atg cac tac atc agc cat gtt gtt
M F s G E T L L E I L N P M H b4 I S H v v

ccc gaa gtg tca ccc acc gecc acc gtg tct ctg ctg ctg att acg tge att ctg ctt ctc gtc
P E v S P T A T v S L L L I T e I L L L v

agg agt tac gaa gaa acg tca aca ata cca ggc ccc ggg tac tgc atg ggg ctt ggc ccc ctg
R S Y E E T S i i B G P G Y C M G L G P L

ctg tct tac tgc aga ttc ctc tgg aca ggc atc gga aat gcg gcc aat tac tac aac aat ctg
L S e (s R F L W T G i G N A A N Y Y N N L

Figure 24 : Région 5’ non codante de I’aromatase cérébrale et gonadique. Le début de la région
codante est représenté en noir. La région 5’ non codante du cerveau (C) et de la gonade (G) ont une partie

commune qui est en rouge, les parties différentes sont en vert pour le cerveau et bleu pour ’aromatase.

L'étude du profil d'expression de ces isoformes a été débuté dans différents tissus
adultes : cerveaux males et femelles, testicule et ovaire. L’analyse qualitative a révélé que
la forme aromatase cérébrale est majoritaire dans le cerveau alors que la forme aromatase
gonadique est majoritaire dans le testicule et I’ovaire.

La méme analyse au cours du développement a montré un résultat cohérent au
niveau gonadique mais plus discutable au niveau cérébral. En effet, I’isoforme gonadique
est majoritaire dans les gonades de larves 27%° et ZW?° par rapport a la forme cérébrale.
Une analyse par RT-PCR semi-quantitative (26 cycles) a montré que 1’expression de
I’isoforme gonadique refleéte celle de I’aromatase totale dans le complexe gonades-

mésonephros au stade 55.
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Au niveau cérébral, la détection des isoformes gonadiques et cérébrales est aléatoire
et aucune différence n’est observée entre les deux formes. Ainsi, aucune des deux
1soformes ne semble étre impliquée dans cette expression cérébrale précoce. Une autre
forme pourrait exister, spécifiquement larvaire comme chez le porc (Graddy L.G. ef al.,
2000).

Comme les analyses précédentes conduisent & des expressions aléatoires des deux
isoformes dans les cerveaux larvaires, nous avons étudi€ 1'expression de I'aromatase totale
cérébrale en utilisant des amorces spécifiques situées dans 'ORF de ce géne. Ainsi, nous
avons commencé par une analyse de I’expression de 1’aromatase au cours du
développement larvaire. Des cerveaux de larves ZZ%°, ZW»t ZW>? ont été prélevés a
différents stades du développement (42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 55) et examinés par RT-
PCR qualitative (35 cycles). Des transcrits aromatase ont été détectés dés le stade 42 chez
les trois types de larves. Ils sont présents dans tous les autres stades étudiés quel que soit le
sexe de I’animal et la température d’élevage.

Une analyse par RT-PCR semi-quantitative (28 cycles) a ensuite été effectuée aux
stades 54 et 55 puisque 1’augmentation significative du niveau de transcrits aromatase n’est
observée qu’a partir du stade 54 dans le complexe gonades-mésonephros (Fig.25A).
Comme précédemment, des cerveaux de larves ZZZO, ZW?%t ZW*? ont été prélevés et
analysés. Apres hybridation, I’intensité des signaux aromatase et Gapdh a été quantifiée et
le signal de 1’aromatase a ét¢é rapporté a celui de la Gapdh. Le ratio aromatase / Gapdh ne
présente aucune différence significative entre les sexes et le stade étudié.

Les cerveaux ainsi que les gonades correspondantes de larves ZZ*° et ZW? ont été
préleves a différents stades de la période thermosensible (46, 50, 54) et au stade 55 afin de
mesurer et comparer leur activité aromatase (Fig.25B). Nous n’avons observé aucune
différence significative d’activité aromatase cérébrale entre les individus ZZ*° et ZW*
quel que soit le stade étudié alors qu’au niveau gonadique, 1’activité augmente dés le stade
50 chez les larves ZW.

L’aromatase ne semble ni étre impliquée dans le processus de la différenciation
sexuelle, ni étre la cible de la température chez Pleurodeles waltl puisque les résultats
concernant |’expression et I’activité aromatase ne montrent aucune différence significative

entre les larves ZZ*, ZW*%ct ZW*2.
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Figure 25 : Expression (A) et activité aromatase (B) dans le cerveaun des larves 27 et ZW™.
(A) Les ARNs totaux de quatre complexes gonades-mésonéphros de larves ZZ?° et ZW? aux stades 54 et 55
ont été extraits, rétrotranscrits puis amplifiés par PCR semi-quantitative (28 cycles). Aprés hybridation,
I'intensité du signal aromatase a été normalisée par rapport a celle de la Gapdh. Le nombre de répétitions est
indiqué par N. (B) Pour chaque échantillon aux différents stades 46, 50, 52 et 54, I’activité aromatase d’un
cerveau de larves ZZ* et ZW? a été mesuré. La moyenne des activités est représentée par I"histogramme. Le

nombre de répétitions est indiqué par N.
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C) Conclusion

Le cerveau ne semble pas intervenir dans la régulation directe ou indirecte de
I’aromatase puisque le niveau des transcrits et d’activité de 1’aromatase ne sont pas
significativement différents entre les larves ZZ*° et ZW™. De plus, la température n’agit
pas sur I’expression de cette enzyme au niveau cérébral.

Une isoforme cérébrale, isolée a partir d’un cerveau adulte, est différente par la région
5’UTR de I’isoforme gonadique issue d’ovaire ou de testicule adultes. Chaque isoforme est
spécifiquement exprimée dans le tissu adulte correspondant. Au cours du développement,
la forme gonadique est le transcrit majeur dans les complexes gonades-mésonéphros.
Cependant, les cerveaux larvaires présentent une expression aléatoire de ces deux

isoformes suggérant I’implication d’une forme larvaire.
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*Article 3.
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Abstract

In vertebrates, sex is determined by essentially two means, genetic factors located on sex
chromosomes and epigenetic factors such as temperature experienced by the individual
during the development. Steroids, especially estrogens, are clearly involved in non
mammalian vertebrates in gonadal differentiation. In this regard, the expression of the
estrogen producing enzyme aromatase has been shown to be thermosensitive in species
where temperature can reverse sex differentiation, especially in our model, the amphibian
Pleurodeles waltl. We investigated here the regulation of aromatase expression in the brain
during sex differentiation in Pleurodeles. We first isolated a brain isoform of aromatase
mRNA which differs in its 5’ untranslated region from the isoform previously isolated
from adult gonads. In adult pleurodeles, the brain isoform is mainly expressed in brain
tissue while the other is gonad specific. Thus, regulation of aromatase expression in
Pleurodeles waltl could arise by alternative splicing of non coding exons 1 as previously
described in mammals. We investigated then aromatase expression in the brain of male and
female larvae and found no differences regarding to sex. Measures of aromatase activity in
the brain showed also no differences between sexes at larval stages where activity
markedly increases in ovary concurrently to the start of gonadal differentiation. These
results support the hypothesis that aromatase could be a target of temperature sex reversing

effect in gonads but not in brain.

Introduction

The urodele amphibian Pleurodeles waltl is an interesting model for the study of
vertebrate sex differentiation because in that species, this phenomenon displays a genetic
regulation which can be overridden by temperature (Chardard er al., 2004). Indeed, sex
determination obeys female heterogamety : males have ZZ sex chromosomes and females
have ZW. However, when ZW larvae are reared at 32°C during a thermosensitive period
(TSP) ranging from stage 42 to stage 54, they differentiate into functional neomales
(Dournon and Houillon, 1985).
As observed in other non mammalian vertebrates, steroid hormones and the estrogen
synthesizing enzyme aromatase play a key role in Pleurodeles waltl sex differentiation
(Kuntz et al., 2003a). Addition to the rearing water of estradiol or aromatizable androgens,
such as testosterone, induces male to female sex reversal (Gallien, 1962 ; Chardard et al.,
2003). Conversely, non aromatizable androgens, such as dihydrotestosterone, as well as

aromatase inhibitors have no effect on ZZ larvae but drive ZW larvae to differentiate as



males (Chardard et al., 2003 , Chardard and Dournon, 1999). Aromatase activity
measurements in gonad-mesonephros complexes revealed a higher activity in ZW larvae
than in their ZZ counterparts; this difference appears in the last stages of TSP (Chardard et
al., 1995). High or low aromatase activity is also concordant with ovarian or testicular

differentiation during estradiol- or aromatase inhibitor-induced sex reversal (Kuntz et al.,
2003a).

The role of steroids in the sex differentiation process in Pleurodeles waltl is also
highlighted by temperature-induced sex reversal. For instance, estradiol is able to
counteract the masculinizing effect of temperature (Zaborski, 1986). Besides, the increase
in aromatase activity that occurs in control ZW larvae from stage 52 is not observed in
heat-treated ZW larvae (Chardard et al., 1995). In order to determine if this could be the
result of different transcription levels, we have recently cloned the gene encoding
Pleurodeles waltl P4so-aromatase from adult gonads (Kuntz et al., 2003b). We have found a
2 fold decrease in aromatase expression in heat-treated versus control ZW larvae at stage
54 (Kuntz et al., 2003b), suggesting that post-translational events are also probably able to
explain the high difference (40 fold) in enzymatic activity that is usually observed at this
stage (Chardard et al., 1995).

The relationship between steroids and temperature is also evidenced in reptiles with
Temperature-dependent Sex Determination (TSD). In this case, the temperature
experienced by the egg during a specific window of development establishes the sex of the
individual. Incubation temperature is transduced into an endocrine signal, which directs the
sex determination process (Crews et al., 1994). The molecular link between temperature
and steroid production is unknown but temperature is hypothetized to regulate aromatase
expression. The latter determines the steroidogenic environment of the gonads leading to
either ovary or testis differentiation, depending upon estrogens (and androgens)
concentration. However, in some species, aromatase mRNA is not observed in the genital
ridge or in the differentiating gonads during the TSP : the sole aromatase activity detected
in the gonad is observed after the temperature sensitive window in the turtles Trachemys
scripta (Thomas et al., 1992 ; Willingham et al., 2000) and Lepidochelys olivacea
(Salame-Mendez et al., 1998) as well as in the crocodilians Alligator mississipiensis
(Smith et al., 1995 ; Milnes et al., 2002) and Crocodylus porosus (Smith and Joss, 1994).
This suggests that in these TSD species, during early sex differentiation, steroids could

have an extragonadal origin.



In addition to the gonads, aromatase is mainly expressed in the brain in which estrogen
synthesis occurs in several areas. Indeed, aromatase has been detected in the brain of all
vertebrates studied and in mammals, aromatase is involved in maturation of neurons and
brain differentiation (Hutchison ef al., 1997). The concentration of E2 in the brain of Olive
Ridley sea turtle embryos is much higher at feminizing temperature than at masculinizing
temperature whereas the gonadal level of this steroid is identical at both temperatures
(Salame-Mendez et al., 1998). Sexually dimorphic transcription of the aromatase gene has
been detected in the brain of Malaclemys terrapin embryos during the early stages of sex
determination with a greater abundance in the female brain at the beginning of TSP
(Jeyasuria and Place 1998). Aromatase activity measurements in the red-eared slider turtle
Trachemys scripta also revealed differences between male and female brains while
identical levels were observed in the gonads at the same stage (Willingham et al., 2000).
These results indicate that, at least in some TSD species, the brain could be the site of
steroid hormone synthesis in response to temperature.

In the same way, in some fishes, temperature could affect sex differentiation via steroid
production modulation in brain. Indeed, in the tilapia Oreochromis mossambicus, before 10
days post hatching, high temperature significantly increases aromatase mRNA level in the
brain while a lower temperature results in a decrease (Tsai et al., 2003). Sequential
hermaphroditism is a common feature among marine fishes and in some species, sex
reversal is controlled by social cues. It seems reasonable to argue that in these species
social stimuli are integrated by the brain and delivered to the whole body, especially
gonads.

In our amphibian model Pleurodeles waltl, little is known about aromatase in the brain.
The present study was performed in order to get more data about it and to determine if
cerebral aromatase could be affected by heat-treatment as previously reported for the

gonadal isoform.



Materials and methods

Animals

Adults Pleurodeles waltl were reared in fresh water at 20£2°C in our laboratory.

77 larvae and one group of ZW larvae were maintained at 20°C+2°C (ZZ* and ZW»
larvae), temperature at which the sexual genotype and the sexual differentiation are
concordant. Another group of ZW larvae was heat-treated at 32°C during the TSP that
stands from stage 42 to stage 55 (ZW?* larvae) : under this rearing temperature, all larvae
differentiate in males. Developmental stages were determined by macroscopic observation
according to Gallien and Durocher (1957). The sexual genotype of each individual was
identified by electrophoretic patterning of the sex-linked peptidase-1, as described
previously (Chardard et al., 1995).

Before dissection, animals were anaesthetized in a solution of benzocaine (0.03%). In adult
animals, aromatase expression was studied in the whole brain and pieces of gonad. In
larvae, the analyses were performed in the whole brain and gonad-mesonephros complex.
Indeed, at most of the larval stages, gonads could not be dissected alone due to their small
size. In situ hybridization analyses have shown the absence of aromatase expression in the

mesonephros (Kuntz et al., 2003b).

P450 aromatase cDNA end isolation

The 5° Rapid Amplification of cDNA End system was used to amplify 5’-end of brain
P450 aromatase cDNA (SMART RACE ¢cDNA Amplification Kit, Clontech). cDNA was
synthesized from 1 pg of adult brain total RNA according to manufacturer’s instructions.
PCR was performed with a specific primer for P450 aromatase 5’-
CGCATGACCACGTCCACAACCCGCTG-3’. The reaction mixture was heated at 94°C
for 3 min, amplified for the first five cycles at 94°C for 30 s and 72°C for 3 min. The next
five cycles were: 94°C for 30 s, 70°C for 30 s and 72°C for 3 min. The remaining 30 cycles
of PCR were carried out at 94°C for 30 s, 68°C for 30 s, 72°C for 3 min and a final
extension at 72°C for 10 min. The amplified products were separated on a 1% agarose gel.
A fragment of 1.2 kb was purified (QiaEX II Kit, QIAGEN), inserted into the plasmid
pGEM-T easy (Promega) and transfected into E.coli TG1 strain. After extraction, the 1.2
kb fragment was restricted and subcloned into pBluescript KS*, and a 5' region subclone
was sequenced (Genome Express). Two independent clones have been analyzed for 5°

RACE P450 aromatase from adult brain.



RT-PCR analyses

The detailed protocol for reverse transcription has been described previously (Kuntz ef al.,
2003b). Total RNA was extracted from the different tissues using TRIzol reagent
(Invitrogen) and quantified. Total RNA (3 pg for adult tissue and larval brain ; 1pg for
larval gonad-mesonephros complex) was reverse transcribed using hexamer primers and
100 units of MMLYV reverse transcriptase (Invitrogen) in a 25 pl total volume. A 2 pl
aliquot of resultant cDNA was used for PCR. The amplification was performed with 0.1
unit of Taq DNA Polymerase (Invitrogen) in PCR buffer containing 25 mM of each dNTP,
2.5 mM MgCl, and 0.4 pM of each primer in a total volume of 25 ul.

Specific  primers for  Pleurodeles waltl total  Pssp-aromatase were  5°-
ATTGCAGCACCTGACACGAT-3" and 5’-TTGTTCTGTACATTCTCTAA-3’ and led to
a PCR product of 510 bp in length (Kuntz et al., 2003b). This product encompasses two
exon/intron boundaries based on other vertebrate aromatase genes. In order to amplify
specifically the cerebral and the gonadal aromatase isoforms, we designed two primers
specific for each 5' untranslated region, AROM-B 5'-AGGGCAAGCAGTGGTAACAA-3',
AROM-G 5'- ACGCGGGGACACACTTCTTG -3', and one in the coding region AROM-
BG 5-CTCGAGATGTAGTGTCCATG -3'. The PCR products were 409 bp with AROM-
B and 391 bp with AROM-G.

GAPDH was used as a control to ensure that the RNA was not degraded or to prevent poor
transcription quality, (primers 5’- ACTACAAAGGACTAGGTCAGG-3’ and 5°-
CCGGTATTGCACTCAACGACC-3’ leading to a 290 bp fragment). The PCR conditions
were 1 min denaturation at 94°C, 1 min annealing, 1 min elongation at 72°C. Annealing
temperature was 52°C for total aromatase and gapdh. PCR conditions for 5'-part of
aromatase were 30 s denaturation at 94°C, 30 s annealing, 2 min elongation at 72°C.
Annealing temperatures were 56°C for AROM B-BG and 58°C for AROM G-BG. We
realized 35 cycles for qualitative analyses instead of 26 or 28 cycles for semi-quantitative
analyses in gonads and brain respectively.

PCR products (10 pl) were run in a 1% agarose gel and either observed directly or
transferred to nylon membrane (Hybond-N, Amersham) before hybridization with DIG-
labeled probes and detection by chemoluminescence using standard conditions (Kuntz et
al., 2003b). The intensity of the hybridization signal was measured by the use of the
GelDoc 2000 (Bio-Rad Laboratories) and a software package (Quantity One v.4.3.1, Bio-
Rad Laboratories). The relative amounts of Pssp-aromatase mRNA were normalized to
GAPDH.



Aromatase activity measurement

The activity of the enzyme was determined by the use of the tritiated water method as
previously described (Chardard et al., 1995). The radioactivity from tritiated water released
by aromatization of [1B-H] androstenedione was measured and enzymatic activity

calculated and expressed in femtomoles of estrone produced per hour.

Statistical analysis
The results are expressed as mean +/- standard error of several experiments as indicated in

the text. Data were analyzed by means of Student’s  t-test.



Results

Isolation of a brain isoform of P450 aromatase cDNA

Since two aromatase isoforms have been found in brain and ovary of fish species, we
hypothetized that a similar situation could exist in Pleurodeles. So, 5 RACE PCR was
performed from total RNA extracted from adult brain. A clone of 1.2 kb was isolated and
sequenced (Fig.1). The entire coding region was similar to those of the isoform that we
characterized previously from adult Pleurodeles gonads (Kuntz et al., 2003b). However,
the sequence of the 5’ untranslated region was different. Ovarian aromatase cDNA
includes a short 5’ untranslated region of 45 bp whereas those of brain aromatase cDNA is

83 bp long. Only the 26 bp upstream of the ATG initiation codon were identical.
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FIGURE 1. 5’-end sequences of Pleurodeles waltl aromatase cDNAs isoforms. The previously
characterized ovarian aromatase cDNA is aligned with those isolated from adult Pleurodeles brain.
The latter is longer than the ovarian form due to different 5’-UTR. The primers used for different

PCR are arrowed.



Tissue specific expression of P450 aromatase in adult Pleurodeles

The expression pattern of brain and ovarian aromatase mRNA isoforms in brain and
gonads of adult animals was studied by qualitative RT-PCR (Fig.2), using primers able to
amplify specifically each of them (see Fig.1). The two isoforms were detected both in brain
and gonads although in different amount : the brain isoform is mainly expressed in male

and female brain whereas the ovarian form is predominantly detected in testis and ovary.

Adult brain Adult gonad
> <

Male Female Male Femelle
> < > < >«

Arom G

P Arom B

FIGURE 2. Expression pattern of two aromatase isoforms in Pleurodeles waltl adult brain and
gonads. Total RNA was extracted from brain and gonads of 3 adult males and 3 adult females,
reverse transcribed and amplified by PCR for 35 cycles. Arom B and Arom G correspond to the

brain and the ovarian isoform respectively.

Cerebral and gonadal expression of aromatase in Pleurodeles larvae

In gonad-mesonephros complexes, aromatase mRNA could be detected using the gonad
specific primers whatever the sex of the larvae the developmental stage or the rearing
temperature (not shown). A semi-quantitative RT-PCR was performed at stage 55 using
primers that amplify specifically the gonadal isoform (Fig.3). We observed that the level of
gonadal aromatase mRNA was significantly higher in ZW? larvae than in ZZ* and ZW™
larvae, reflecting what had already been observed using primers designed in the coding
region (Kuntz ef al., 2003b). In contrast, a low and sparse expression of the brain isoform
was observed in larval gonads independently of sex and rearing temperature of larvae, even
when a 35 cycles PCR was used (not shown).

In the brain, with 35 PCR cycles and primers specific of each aromatase isoform, we
detected only sparse signals (not shown) perhaps because of a low aromatase expression in

larval brain. So, we studied total aromatase expression in the brain with primers located in
the ORF.
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FIGURE 3. Semi-quantitative analysis of gonadal aromatase isoform expression in gonads of
larvae at stage 55. Relative amount of P450-aromatase mRNA was normalized to GAPDH. Values
are means of replicates (one replicate is a pool of 5 animals), the number of which is indicated by

N. Vertical bars indicate the mean standard error.

P450 aromatase expression in the brain during TSP

Aromatase expression in brain was analyzed by qualitative RT-PCR during a window of
development ranging from stage 42 to stage 55 including the TSP. We analyzed ZZ and
ZW larvae but also ZW larvae exposed to 32°C since stage 42. Aromatase mRNAs were
detected in the brain as soon as stage 42. The level of aromatase expression appeared low
at the first stages of TSP, however the expression was observed in the three types of larvae

at all the stages studied (Fig.4).
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Larval stages

< —>
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FIGURE 4. Qualitative RT-PCR analysis of P450 aromatase expression in the brain of Pleurodeles
larvae. The presence of P450 aromatase transcripts was studied at different stages : 42, 44, 46, 48,
50, 52, 54, 55. Total RNA was isolated from brain larvae, reverse transcribed and amplified by
PCR for 35 cycles. Three kinds of larvae were used : 77% 7ZW* and ZW*. GAPDH serves as a

positive control.

Brain aromatase expression and activity are neither sex-specific nor temperature
sensitive

The level of aromatase mRNAs in the brain of the different larvae was studied using semi-
quantitative RT-PCR. In our previous studies, we showed that, in the gonads, no difference
in the level of aromatase expression between the different batches of larvae could be
observed prior to stage 54 (Kuntz et al., 2003b). In the brain (Fig.5A), aromatase
expression was not significantly different between ZZ%° and ZW? larvae neither at stage
54 nor at stage 55. Temperature has no effect on brain aromatase expression since no
significant difference was observed between ZW> and ZW>? larvae at both stages. In
contrast, in gonad-mesonephros complexes, aromatase mRNA level was 1,5 fold higher in
ZW? larvae than in ZZ*° (p=0,04) or ZW>? larvae (p=0,006) at stage 54 (Fig.5B). At stage
55, the level of expression was 2.8-fold higher in ZW? larvae than in ZZ* (p=3.10°) or
ZW* larvae (p=0,0003). No significant difference was observed between ZZ> larvae and
ZW?* larvae at both stages.
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(A) Brain aromatase expression
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(B) Gonadal aromatase expression
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FIGURE 5. Semi-quantitative analysis of aromatase expression in brain (A) versus
mesonephros+gonads (B) of larvae at stage 54 and 55. Relative amount of P450-aromatase mRNA
was normalized to GAPDH. Values are means of replicates (one replicate is a pool of 4 animals for
the brain, 5 animals for the mesonephros+gonad), the number of which is indicated by N. Vertical

bars indicate the mean standard error.
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Aromatase activity was measured in the whole brain of ZZ* and ZW? larvac at
stages 46, 50, 54 and 55 (Fig. 6A). Both sexes showed a low activity with no difference at
either tested stage. This result is in contrast to that observed in the differentiating gonads of
the same individuals where a high difference appears between ZZ* and ZW? larvae at

stages 54 and 55 (Fig. 6B).
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FIGURE 6. Aromatase activity in whole brain (A) and mesonephros+gonads (B) of Pleurodeles
larvae. Activity was measured with the tritiated water method and expressed in fentomoles of
estrone produced/h/organ. Values are means of replicates (one animal/replicate), the number of

which is indicated by N. Vertical bars indicate the mean standard error.
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Discussion
Steroids play a decisive role in non mammalian vertebrates sex differentiation, especially
estrogens in female differentiation. Treatments of embryos or larvae with estrogens or
endocrine disruptors or mimetics are well known to induce sex reversal in all non
mammalian vertebrates. This has been observed in species where sex is genetically
determined: birds (Elbrecht and Smith, 1992), amphibians (Gallien, 1962, Hayes, 1998),
teleosts (Baroiller and D'Cotta, 2001). This is also true in species where temperature is the
only known sex determining factor (Pieau et al., 2001) or where temperature superimposes
on a genetic sex determination system (Kuntz et al., 2003a). In these cases, a correlation
between temperature and estrogen production has been described : efficiency periods of
both factors are concordant and antagonistic effects of temperature and estrogens have
been observed (Crews, 1996 ; Pieau ef al., 2001; Chardard et al., 2004). All these
observations led to the hypothesis that temperature determines steroidal environment of the
gonads by negatively regulating aromatase. However, the site of temperature action is
unknown : does it act directly on the gonad or another target?

In some turtles (Thomas et al., 1992; Willingham et al., 2001, Salame-Mendez et
al., 1998) and crocodilians (Smith and Joss, 1994, Smith ef a/., 1995, Milnes ef al., 2002),
aromatase activity and expression in the gonad do not show any difference between males
and females either before the end of TSP, or even later. In such species, differences
between male and female embryos have been described in the brain which is an other
major aromatase expressing organ. In the TSD turtle Chelydra serpentina, aromatase
mRNA level in the brain is higher at masculinizing temperature than at feminizing
temperature (Place et al., 2001). Conversely, in other thermosensitive species, aromatase is
female specific in the brain. In the TSD turtle, Malaclemys terrapin, aromatase mRNA
level is higher at feminizing temperature than at masculinizing temperature and this
difference arises earlier than in gonads (Jeyasuria ef al., 1998). The same result has been
obtained at the activity level in another turtle Trachemys scripta (Willingham et al., 2000).
In the same way, in the fish tilapia, brain aromatase activity is higher in females than in
males and these differences are sensitive to sex-reversing temperatures (D’Cotta et al.,
2001 ; Tsai et al., 2003). In all these species, temperature could act directly on the brain
which would then transfer the information to the gonad : indeed, the central nervous
system mediates physiological responses to many environmental factors in post natal
organisms. However, the link between brain and gonads during sex differentiation needs

further investigations.
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In mammals, the aromatase encoding gene, cypl9, has multiple tissue-specific
promoters and alternative first exons (Simpson et al., 1994). In fishes, there is at least two
distinct cypl9 loci, cypl9b/P45S0aromB expressed at high level in brain and
cypl19a/P450aromA in ovary (Tchoudakova and Callard, 1998 ; Kishida and Callard,
2001). In the present work, we identified in Pleurodeles two ¢cDNA encoding aromatase
which differ only in their 5' UTR, suggesting the use of an alternative untranslated exon 1
such as observed in mammals. In adults, the first isoform, aromG, is expressed at a high
level in gonads and at a low level in the brain, while the other one, aromB is highly
expressed in the brain. However, in the brain of larvae, we did not succeed to detect a
steady expression of either isoform. This result was not due to a low level of aromatase
expression in the brain since it was not confirmed by the analysis of total aromatase
mRNA obtained with primers located in the translated region. We were indeed able to
detect aromatase even in samples where the specific primers were not efficient. This
difference might be explained by the expression of a larval isoform of brain aromatase
which could have a different S'UTR.

We found in the brain an early aromatase expression as soon as the beginning of
TSP at stage 42, as observed for the gonads (Kuntz ef al., 2003b). However, in contrast to
gonads, we did not find any difference between male and female larvae brains in their level
of aromatase transcripts. Activity measurements confirmed this : a low activity,
comparable to the activity of male gonads, is detected with no difference between males
and females neither during TSP (stages 46 and 50) nor at the end of this period (stages 54
and 55) when ovary differentiation is already initiated. In the same way, in Alligator
mississipiensis, no difference in aromatase activity was detected in the brain until late TSP,
as observed in gonads. Moreover, embryos incubated at male producing temperature and
treated simultaneously with estradiol develop as females with an intermediate aromatase
activity in gonads and a masculinized brain activity. This does not support an effect of
brain on gonad differentiation in alligator (Milnes ef al., 2002). Ancient decapitation
experiments in embryos of two other species of reptiles already suggested that gonadal sex
determination is independent of the brain (Raynaud, 1962 ; Dufaure, 1966). If this is a
general case for vertebrates, differences in aromatase expressing cells in the brain of
thermosensitive species could simply reflect sex differentiation of the brain itself. Indeed,
estrogen sensitive (estrogen receptor expressing) and estrogen forming (aromatase
expressing) networks of neurons have been described in a large number of species. For
example, in mammals, where gonadal differentiation is steroid independent, there is a sex

difference in aromatase expression in the developing brain (Hutchison ef al., 1997).
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In Pleurodeles waltl, we observed that aromatase expression was not different
between ZW?® and ZW?* brain larvae in contrast to the downregulation observed in gonads
of heat-treated larvae. This suggests that temperature has no effect on brain aromatase and
excludes the brain as a thermosensitive organ inducing gonadal sex differentiation as a
secondary event. In the same way, in the turtle Lepidochelys olivacea, the expression of
SOX9, a testis differentiation gene, is regulated by temperature in isolated gonads in
culture, showing that gonads have an autonomous temperature detector (Moreno-Mendoza
et al., 2001). Experiments on isolated gonads are actually under investigation in order to

state about the role of the brain in thermal sex reversal of Pleurodeles waltl.
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L’aromatase et la différenciation sexuelle chez Pleurodeles waltl

4) Présence de transcrits aromatase dans le poumon adulte chez Pleurodeles waltl

(«Expression of aromatase and steroidogenic factor 1 in the lung of the urodele amphibian Pleurodeles waltl»

Kuntz ef al., 2004)

A) Introduction

Chez les animaux adultes, ’aromatase est une enzyme qui joue un réle important
dans la fonction de reproduction. A ce stade, elle est principalement détectée dans le
testicule, 1’ovaire et le cerveau (Bershtein L.M., 1997; Golovine K. ef al., 2003; Jeyasuria
P. et Place A.R., 1997; Dalla V.L. ef al., 2002). D’autres sites présentant une expression
plus faible ont été rapportés comme le rein chez la raie, Dasyatis sabina (ljiri S. et al.,
2000), la rate chez le poisson Paralichthys olivaceus (Kitano T. et al., 1999), le foie, le
ceeur et le rein chez Xenopus laevis (Miyashita K. et al., 2000) et le cceur chez I’anguille
Anguilla japonica (ljiri S. et al., 2003). Chez le pleurodele adulte, 1’aromatase est
également exprimée dans le cerveau, le testicule et I’ovaire (voir partie résultats 1.1). En
plus, nous avons observé des transcrits aromatase dans le poumon. Ce site d’expression
particulier n’a encore jamais été décrit et ne présente a priori aucune explication
physiologique. Afin de confirmer et de mieux comprendre cette expression pulmonaire,
nous avons entrepris une analyse plus précise de cet organe. Nous avons aussi recherché et
mis en ¢vidence la présence de transcrits aromatase dans le poumon adulte d’un autre
amphibien Xenopus laevis, ce qui laisse supposer que le poumon des amphibiens posséde
une fonction stéroidogénique. Afin de consolider cette hypothese, I’expression de Sl dans
ce tissu a été étudiée car ce facteur de transcription est également exprimé dans les tissus
impliqués dans la stéroidogénése comme les gonades, les surrénales et le cerveau (Hatano
O. et al.,, 1994; Smith C.A. et al., 1999a). Il est particulierement impliqué dans la
régulation de la transcription de nombreuses enzymes exigées pour la production de
stéroides et notamment, il active la transcription de ’aromatase (Val P. et al., 2003; Lynch

J.P. et al., 1993; Michael M.D. et al., 1995).

B) Principaux résultats

Une premicre analyse par RT-PCR qualitative (35 cycles) réalisée sur différents
organes adultes a confirmé la présence de transcrits aromatase dans le testicule, ’ovaire, le

cerveau et le poumon. Les analyses suivantes ont été effectuées sur ces quatre tissus dont
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des fragments ont été prélevés chez des males et des femelles en vue d’un examen par RT-
PCR semi-quantitative (26 cycles). Apres révélation par hybridation, nous avons quantifié
et rapporté le signal aromatase a celui de la Gapdh (Fig.26A). Les résultats obtenus n’ont
montré aucune différence significative d’expression entre les individus maéles et femelles
pour chaque tissu étudié. Le ratio aromatase / Gapdh n’est pas différent si 1’on compare les
poumons et les cerveaux, mais il est significativement inférieur a celui mesuré dans les
gonades. Ces résultats ont été confirmés par les mesures d’activité aromatase sauf pour les
gonades ol I’ovaire présente une activité significativement plus importante par rapport au
testicule. L’activité enzymatique de ce dernier n’est pas différente de celle des cerveaux et
des poumons.

La deuxiéme partie du travail a concerné le facteur de transcription Sfl qui a déja
été cloné et séquencé chez notre modéle (voir partie résultat I1.1). Une étude d’expression
similaire a celle de ’aromatase a été effectuée au niveau des différents tissus adultes. Par
RT-PCR qualitative (35 cycles), nous avons observé des transcrits Sfl dans le testicule,
I’ovaire, la rate, le cerveau, le rein et le poumon. Comme pour I’aromatase, I’analyse par
RT-PCR semi-quantitative (26 cycles) a été réalisée sur des cerveaux, gonades et poumons
d’individus males et femelles (Fig.26B). Comme dans I’étude précédente, aucune
différence d’expression n’a été détectée entre les tissus males et femelles. En revanche, le
niveau de transcrits Sf1 est significativement plus important dans les gonades par rapport
aux poumons et aux cerveaux. Le niveau de transcrits Sfl quantifié dans les poumons n'est
pas significativement différent de celui mesuré dans les cerveaux.

Dans la derniére partie de I’étude, nous avons recherché la présence de transcrits
aromatase dans le poumon d’un autre amphibien Xenopus laevis. La séquence de ce gene a
été récemment isolée chez cette espéce par d’autres auteurs mais 1’analyse des différents
tissus adultes n’incluait pas le poumon (Miyashita K. ez al., 2000). Ainsi, le poumon d’un
xénope femelle a été prélevé et analysé par RT-PCR qualitative (35 cycles). Un signal a été
détecté dans ce tissu démontrant que les transcrits aromatase sont également présents dans

le poumon de cet amphibien.
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Figure 26 : Expression de I’aromatase (A) et de Sfl (B) dans les cerveaux, gonades, coeurs et
poumons de pleurodéles adultes. Un fragment de chaque tissu adulte a été prélevé, extrait puis 3 pg ARN
totaux ont été rétrotranscrits et amplifiés par RT-PCR semi-quantitative (26 cycles). Aprés hybridation,
Pintensité du signal aromatase ou Sfl a été normalisée par rapport & celle de la Gapdh. La moyenne des
rapports est présentée sur [’histogramme. L’€cart-type moyen est représenté par une barre. Le nombre de
répétitions est indiqué par N. *, P<0,05 vs. ovaire et °, P<0,05 vs. testicule. (A) Expression de 1’aromatase

dans les différents tissus adultes. (B) Expression de Sf1 dans les différents tissus adultes.
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C) Conclusion

La présence de transcrits aromatase dans le poumon adulte a ét€¢ démontrée chez
deux espéces d’amphibiens : Pleurodeles waltl et Xenopus laevis. C’est la premicre fois
que I’on décrit une expression d’aromatase dans le poumon de vertébrés non-mammaliens.
De plus, Sfl, un régulateur important de la stéroidogénése est également présent dans le
poumon du pleurodele. Le role exact de la présence de 1’aromatase et de Sfl dans le

poumon est encore inconnu et reste a clarifier.
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We report here the results of the analysis of aromatase and
steroidogenic factor 1 (Sfl) expression in adult lung of the
urodele amphibian Pleurodeles waltl. Using RT-PCR experi-
ments, we show the expression of the estrogen-synthesizing
enzyme, aromatase, in this organ, In the lung, no significant
difference between males and females was observed in the
level of aromatase mRNAs. Aromatase mRNA levels were also
identical to those found in the brain, but the levels were 2-fold
lower than in the testis or the ovary. Aromatase activity mea-
surements revealed the presence of an active form of aro-
matase in the lung, which was similar in males and females.
There was no difference in the level of aromatase activity
between lung, brain, and testis, but a higher activity was mea-
sured in the ovary (13.7-fold compared with testis). Therefore,

the differences in aromatase mRNA level between the ovary
and the other organs did not mirror the differences in aro-
matase activity, suggesting the involvement of posttransia-
tional events. Aromatase was also expressed in the lung of the
anuran amphibian Xenopus laevis. In Pleurodeles lung, Sf1
mRNAs was also detected. There was no difference between
males and females in the level of these mRNAs. The Sf1 mRNA

levels were not significantly different from those measured in AQ:C

the brain, but a significant 2.1-fold higher level of expression
was fou;ld in the gonads. These results demonstrate clearly
the expression of steroidogenic markers in the adult lung of
amphibians, but the biological significance of this remains to

. be determined. (Endocrinology 145: 0000-0000, 2004)

I\ /I ANY PHYSIOLOGICAL FUNCTIONS, including me-
tabolism, homeostasis, growth and reproduction,
are under hormonal control or, at least; are influenced by

hormones (1). Sex steroids play a key role-in reproductive -

function among all vertebrate species and in sex differenti-
ation of nonmammalian vertebrates. Estrogens are synthe-
sized by a microsomal enzyme complex termed aromatase,
which is comprised of aromatase cytochrome P450 and a
ubiquitous reduced nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate-cytochrome P450 reductase (2). Aromatase cyto-
chrome P450 is responsible for binding the C19 steroid sub-
strate (androstenedione and testosterone) and catalyzing the
rate-limiting reaction in estrogen biosynthesis, which leads
to the phenolic A ring typical of estrogens. In most vertebrate
species that have been studied, aromatase expression occurs
exclusively in the gonads and brain. In adults of humans and
other primates, aromatase is also found in the placenta and
in adipose tissue. In these mammals, in fetal tissues, the
distribution of aromatase is widespread (3-7). Thus, in ad-
dition to the endocrine action of estrogens, the local produc-
tion of estrogens acting in an autocrine or a paracrine way is
also important.

One of the known regulators of aromatase expression is
steroidogenic factor 1 (5f1) (8, 9). Sf1 encodes a nuclear or-
phan receptor belonging to the nuclear receptor superfamily
(10). The sequence and function of this gene are highly con-

Abbreviations: GAPDH, Glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-
nase; 5f1, steroidogenic factor 1.
Endocrinology is published monthly by The Endocrine Society (http://
www.endo-society.org), the foremost professional society serving the
endocrine community.
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served among many taxa. It is expressed in several tissues
involved in sterojdogenesis and/or reproduction, including
the adrenal gland in mammals and its corresponding organ
in other species (e.g. interrenal organ in amphibians), the
brain, and the gonad (11).

In the context of sex differentiation, we have performed
several studies on the urodele amphibian Pleurodeles waltl.
Aromatase activity measurements in the gonads of the larvae
revealed a higher level in females than in males (12). We have
cloned the Py-aromatase gene in that species (GenBank
accession no. AY135485) and observed that the differences in
aromatase activity might be explained at least in part by
differences at the translational level (13). We have recently
cloned the Sfl gene in P. walfl (GenBank accession no.
AY540336) to determine whether the differences in aro-
matase expression could be related to differences in Sfl
expression.

During the study of adult tissues, we observed an expres-
sion of both aromatase and 5f1 in the lung of Pleurodeles waltl.
We report here the results of a more detailed analysis of this
organ. Our results showing the expression of active P50-
aromatase and Sfl in the lung of Pleurodeles waltl, as well as
aromatase expression in the lung of Xenopus laevis, suggest
that this organ could have a steroidogenic function in some
amphibian species.

Materials and Methods
Animals

Adults of P. waltl and X. Inevis were reared in fresh water at 20 = 2
C in our laboratory. Animals were anesthetized in a solution of ben-
zocaine (0.03%), and several organs, such as brain, testis, ovary, heart,

<zjss;>
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liver, intestine, kidney, spleen, and lung, were dissected and checked for
aromatase and 5f1 expression.

RT-PCR analyses

The detailed protocol for reverse transcription has previously been
described (13). Total RNA was extracted from 50-100 mg of tissue using
1 ml of TRIzol reagent (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) and quantified.
Total RNA (3 ng) was reverse transcribed using hexamer primers and
100 U of MMLYV reverse transcriptase (Invitrogen) in a total volume of
25 pl. A 2-pl aliquot of resultant cDNA was used for PCR. The ampli-
fication was performed with 0.1 U of Taq DNA Polymerase (Invitrogen)
in PCR buffer containing 25 mm of each deoxynucleotide triphosphate,
2.5 mm MgCl,, and 0.4 pm of each primer in a total volume of 25 ul.

Specific primers for P. waltl Pys-aromatase (GenBank accession no.
AY135485) were 5'-ATTGCAGCACCTGACACGAT-3' and 5'-TTGT-
TCTGTACATTCTCTAA-3' and led to a PCR product of 510 bp in length.
For X. laevis aromatase, the primers were deduced from the sequence
published by Miyashita et al. (14); the primers were 5'-CATTTCTTAT-
GGCCGTTT-3' and 5'-TTGCATAAGTCCTGGACCAGAC-3' and led to
a300-bp PCR product. The primers for Sf1 were 5'-GGGTACACCTAC-
CCACACTT-3' and 5'-TCTTGGCCTGTGACCAGGAG-3'. They were
deduced from the sequence of P. walt! Sf1 cDNA that we recently cloned
(GenBank accession no. AY540336). The resulting PCR product was 462
bp in length. All the PCR products encompass two exon/intron bound-
aries based on other vertebrate aromatase and Sf1 genes.

As a control to ensure: that the RNA was not degraded or to prevent
poor transcription quahty, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) was used in: the case of P..waltl (primers: 5'-ACTACAAAG-
GACTAGGTCAGG-3":
leading to a 290-bp fragment); whereas EF1<a was chosen in the case of
X. laevis (primers: 5-CCTGAATCACCEAGGECEAGATTGGTG-3' and

5'- GAGGGTAGTCTGAGAAGCTCTCCACG 3'; leading to a 222- bp' ;

fragment). The PCR conditions were 1 min denaturation at 94'C, 1 min
annealing, and 1 min elongatlon at72 €. Annealing temperatures were
52 C for Pleurodeles aromatase and GAPDH, 60 C for Sf1, and 57 C for
Xenopus aromatase and EFl:a. We performed 35 cycles for qualitative

analyses. For sermquariﬁtatlve analyses,. a:26-cycle ‘amplification was..
performed because, in that'case, the amphﬁcahon takes place in the

linear phase of the PCR reaction.

PCR products (10 pl) were runina 1% agarose gel and either observed
directly or transferred to nylon membrane (Hybond-N; Amersham Bio-
sciences, Piscataway, NJ) before hybridization with digoxigenin-labeled
probes and detection by chemiluminescence using standard conditions
(13). The intensity of the hybridization signal was measured by using the
GelDoc 2000 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) and a software pack-
age (Quantity One v.4.3.1, Bio-Rad Laboratories). The relative amounts
of either P ggaromatase or Sf1 mRNA were normalized to GAPDH for
Pleurodeles and to EF1-a for Xenopus.

The PCR products were sequenced to verify that they had the ex-
pected nucleotide sequences for both aromatase and Sf1 (Genome Ex-
press, Paris, France).

Aromatase activity measurement

The activity of the enzyme was determined by the use of the tritiated
water method as previously described (12). The radioactivity from tri-
tiated water released by aromatization was measured, and enzymatic
activity was calculated and expressed in femtomoles of estrone pro-
duced per hour per milligram of tissue.

Statistical analysis

Aromatase activity, aromatase mRNA, and 5f1 mRNA were quan-
tified one time per organ for each animal. The results are expressed as
mean * sE of several measurements performed on different animals as
indicated in the text. Data were analyzed by means of ANOVA and
Student-Newman-Keuls multiple comparison procedures using the
SPSS 11.5 software (SPSS Inc., Chicago, IL).

Results and Discussion

Qualitative RT-PCR analyses (Fig. 1) revealed the presence
of aromatase mRNA in the lung of adult Pleurodeles. The

“and " 5'-CCGGTATTGCACTCAACGACC-3',.
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" FIG. 1. Aromatase expression in different organs of P. waltl. Top,

Hybridization signal after qualitative RT-PCR. For brain (B), heart
(H), liver (Li), intestine (I), kidney (K), lung (Lu), testis (T), ovary (O),
and spleen (S); two experiments with (+) or without (—) reverse
transcriptase were performed. Botfom, The results of semiquantita-
tive analyses (means * SEs of four replicates; one measure per organ
per animal). *, P < 0.05 vs. ovary and °, P < 0.05 vs. testis.

sequence of the PCR product showed 100% identity with the
c¢DNA sequence (data not shown), demonstrating that there
was no doubt about the nature of the signal detected. Aro-
matase expression was also found in gonads and brain,
whereas no signal was observed in other organs such as
heart, liver, intestine, kidney, or spleen. Semiquantitative
measurements (Fig. 1) revealed that the amount of mRNA
was not significantly different between males and females in
different organs. In the lung, the aromatase to GAPDH
mRNA ratio appeared similar to that observed in the brain
(males and females grouped: 0.59 * 0.19 inlung vs. 0.6 + 0.24
in brain) but was significantly lower than the ratio measured
in the gonads (males and females grouped: 1.2 + 0.19; P <
0.05). In P. walil, in both sexes, the lung is physically linked
to the gonad. Thus, we verified that the presence of aro-
matase mRNA in this organ was not the result of a gonadal
compornent. A lung was divided into three pieces, posterior,
medium, and anterior, and the most posterior and the most
anterior ones were devoid of any link with the gonad. Aro-
matase mRNAs were found in equal amounts in all pieces
(data not shown), and this discarded the possibility of a
gonadal contaminant.

To determine whether these mRNAs were subjected to
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translation, aromatase activity measurements were per-
formed (Fig. 2). The strongest activity was found in the ovary
in which the enzyme was able to aromatize 3.15 * 1.9 fmol
of (18-*H)androstenedione/h'mg of tissue. The activity in
the testis was 13.7-fold lower (0.23 # 0.08 10~ **> mol/h'mg of
tissue; P < 0.05). The enzymatic activity in the lung was not
significantly different from that measured in the testis (0.26 *+
0.12 and 0.23 = 0.08 fmol of (18-*H)androstenedione/h'mg
of tissue in female and male lungs, respectively). These ac-
tivities were not significantly different from those of female
or male brain.

It is interesting to note that the level of aromatase mRNAs
is not correlated to the level of activity of the enzyme. Thus,
a similar level of transcription seems to exist in testis and
ovary, whereas the activity is 13-fold higher in the ovary.
This indicates that posttranscriptional modifications are in-
volved and that they are important for the final status of
aromatase activity. This might be the result of a different
concentration of the protein in the organs, although studies
of the hypothalamus of the female frog Rana esculenta re-

vealed changes in aromatase act1V1ty throughout the repro- -

ductive cycle without changes in aromatase concentration

(15). Posttranslational modifications; such as phosphoryla- .
tion, could also be involved because kinase activators or’
kinase inhibitors are able. to induce fast changes in cerebral ‘

aromatase act1v1ty*1n “birds (16).:

To our knowledge, the presence of aromatasé in vertebrate
lung has only been found previously in the case of human
and monkey fetuses. This was observed by enzyme activity
measurements (3, 4) as well as by RT-PCR amplification (5,

6) and more recently by real-time RT-PCR (7): In these ex-..
periments, no sex differences in aromatase levels were evi-

dentin the lung that could be in a¢cordance with our results.
Nevertheless, a widespread distribution was observed and
the level of aromatase expression or activity in fetal lung was
very low. Our results on adult P. walt] are different because
we did not observe a ubiquitous distribution (no expression
was observed in heart, liver, intestine, kidney, or spleen).
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Fig. 2. Aromatase activity in several organs of P. waltl. Ovaries,
testes, brains, and lungs were submitted to aromatase activity mea-
surement by the tritiated water method. Values are means * SEs of
several replicates (one measure per organ per animal) whose number
is indicated (*, P < 0.05 vs. ovary).
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Moreover, the level of aromatase expression or activity in the
lung was as high as in the testis where aromatase is supposed
to play a physiological role as in mammals (17).

Because the presence of active aromatase was demon-
strated in Pleurodeles lung, we studied the expression of Sf1.
Indeed, the product of this gene is known to be a regulator
of aromatase expression (8, 9). The primers that we designed
allowed us to amplify a cDNA fragment of 462 bp in ovary,

testis, kidney, brain, spleen, and lung (Fig. 3). No expression ¥3

was observed in heart, liver, and intestine. The sequence of
the PCR product obtained from lung mRNAs showed 100%
identity with the ¢cDNA sequence (data not shown), dem-
onstrating that there could be no doubt about the nature of
the signal detected. Semiquantitative RT-PCR analyses re-
vealed no significant difference between male and female Sf1
levels in all of the organs. There were no significant differ-
ences in the ratio of 5f1 to GAPDH between the brain and the
lungs. A significant 2.1-fold higher ratio was found in the
gonads compared with lungs (males and females grouped:
1.03 = 029 vs. 0.49 = 0.14).

S0, Sf1 was expressed in Pleurodeles lung. The expression
of Sf1 in an organ is not always associated with a steroido-
genic function for this organ. For instance, in Pleurodeles, we
have found Sf1 expression in the spleen, which is not known

* as a steroidogenic organ. However, in Pleurodeles lung, the

expression of Sf1 was also accompanied by:the éxpression of
aromatase, and this could indicate a steroidogenic function.

To determine whether our findings abgut the lung of P.
waltl might reflect a feature common to other amphibians, we

. studied aromatase expression in the anuran X. laevis, whose

Psp-aromatase gene has already been cloned (14). A study of

. adult organs in that species has been performed previously,

but it did not include the lung (14). Our RT-PCR analysis

revealed aromatase expression in X. laevis lung too (Fig. 4). F4

The PCR product had the expected sequence (data not
shown). It is interesting to note that, in that species, there is
no connection between the lung and the gonad. To our
knowledge, in other amphibian species, no study of aro-
matase expression has been performed in adult tissues.

In Rana rugosa, Northern blot analysis of Sf1 revealed only
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Fig. 3. Sfl expression in different organs of P. waltl. Top, Typical
result of a qualitative RT-PCR after ethidium bromide staining. Bot-
tom, Results of semiquantitative analyses (means = SEs of four rep-
licates; one measure per organ per animal). *, P < 0.05 vs. ovary and
°, P < 0.05 vs. testis.
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Aromatase

EF1-q

Lu

FiG. 4. Aromatase expression in the lung and ovary of X. laevis. The
PCR products were run on an agarose gel and stained with ethidium
bromide. EF1-a was used as a control.

a faint band in testis samples, whereas RT-PCR revealed a
wider distribution (testis, brain, spleen, and adrenal/kidney)
(18). No expression was found in the lung, and surprisingly,
no expression was detected in the ovary, which is in contrast
to whatis observed in other vertebrate species. In Rana cates-
beiana, Sf1 was studied at the protein level using an immun-
serum raised against the mouse antigen (19). In the adult
frog, the protein was found in_ different tissues including

gonads, brain, interrenal, liver; and-intestine, but unfortu-

nately, the search for: the protein in the lung does not seem
to have been performed..
What could be the reason for such an expressxon of ste-

r01dogen1c markersr eSPeCIauY aromatase/ in-the lung of P. 10. Whitfield GK, Jurutka PW, Haussler CA, Haussler MR 1999 Steroid hormone

waltl and X. laevis?-©One might expecb that-the-local produc-

tion of estrogens could regulate some aspects of lung phys-
iology. Several roles for estrogens in the lung have been.

illustrated in mammals “For instance; estrogens, via their
receptors a and B, seem to'be involved in the proliferation of
lung-derived cell lines, suggesting a potential role in normal
and malignant proliferation processes (20, 21). In addition, in

rats, 17B-estradiol attenuates chronic hypoxia-induced pul-
monary hypertension by decreasing pulmonary expression
of the vasoactive and mitogenic peptide endothelin-1 (22).
Nevertheless, our knowledge of amphibian lung physiology
is very poor, and further studies are required to determine
the exact role for aromatase and Sf1 expressions in this organ.
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II. Etude de différents génes susceptibles d'étre impliqués dans la
différenciation sexuelle

1) Réle de Sf1 dans la différenciation gonadique chez Pleurodeles waltl

( article soumis pour publication)

A) Introduction

SF1 est un facteur de transcription qui, chez les vertébrés, joue un réle important
dans la mise en place de la gonade ainsi qu’au cours de sa différenciation. En effet, les
transcrits Sfl sont détectés trés tdt dans les crétes génitales males et femelles chez de
nombreuses espéces (Ikeda Y. er al., 1994; Hatano O. et al., 1994; Hanley N.A. et al.,
1999; Pilon N. ef al., 1998; Smith C.A. et al., 1999a; Kawano K. et al., 1998). Ensuite,
I’expression de Sfl augmente soit dans le testicule, soit dans ’ovaire selon les espéces.
Ainsi, il est impliqué dans la différenciation testiculaire chez les mammiferes (lkeda Y. ef
al., 1994; Hatano O. et al., 1994; Hanley N.A. et al., 1999; Pilon N. ef al., 1998) et la
tortue Trachemys scripta (Fleming A. et al, 1999) tandis qu’il intervient dans la
différenciation ovarienne chez le poulet (Smith C.A. et al., 1999a), la grenouille Rana
catesbeiana (Mayer L.P. et al., 2002) et I’alligator (Western P.S. ef al, 2000). Chez
Pleurodeles waltl, nous avons entrepris une étude de ce gene afin de définir s’il joue aussi
un r6le au cours de la différenciation gonadique. De plus, lors de cette analyse, nous avons
tenté de faire un lien avec 1’aromatase, enzyme régulée par SF1 chez les mammifeéres
(Lynch J.P. ef al., 1993; Michael M.D. ef al., 1995). Chez notre mod¢le, I'aromatase est
sensible a la température : 1'élevage de larves ZW a 32°C pendant toute la période
thermosensible induit une diminution de l'activité et de l'expression de I'aromatase
(Chardard et al., 1995) (voir partie résultats 1.1). Afin de mettre en évidence une éventuelle
régulation de l’aromatase par SF1, nous avons étudié 'effet de la température sur
I’expression de Sfl au cours de la période thermosensible. Un autre site de réponse a la
température, le cerveau, a été décrit chez deux especes de tortue TSD (Jeyasuria P. et Place
A.R., 1997; Willingham E. et al., 2000; Crews D. et al., 2001). 1l est supposé étre un relais
dans le processus de la détermination sexuelle, susceptible d'influencer la différenciation
gonadique. Précédemment, nous avons démontré que la température ne modifiait pas le
niveau de transcrits aromatase dans le cerveau des larves. Toutefois, une action sur un

autre facteur comme Sfl n’était pas exclue et a fait I’objet de la derniére partie de 1’étude.
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B) Principaux résultats

L'ADNc Sf1 du pleurodele a été isolé a partir d’ARNSs totaux d’un testicule adulte.
La séquence en acides aminés déduite présenfe un fort pourcentage d’identité avec celles
de la tortue Trachemys scripta (81%), de la grenouille Rana rugosa (79%), de la souris
(63%) et de ’homme (63%).

Les études d’expression ont ¢ét¢ menées dans les gonades en développement. Les
complexes gonades-mésonephros de larves ZZ%°, ZW? et ZW** ont été prélevés a
différents stades de la période thermosensible (42 a 54) et au stade 55. Afin de diminuer la
variabilité inter-individus, nous avons réalisé des «pools» de 5 complexes gonades-
mésonéphros pour chaque échantillon. Ils ont ensuite été analysés par RT-PCR qualitative
(35 cycles). Nous avons détecté un signal dés le stade 42 chez les trois types de larves.
Cette expression est ensuite maintenue quels que soient le stade et le sexe.

Une analyse par RT-PCR semi-quantitative (26 cycles) a ensuite €té réalisée aux
stades 54 et 55 (Fig.27A). Comme précédemment, des échantillons de 5 complexes
gonades-mésonéphros de larves ZZ*°, ZW? et ZW>? ont été réalisés. Nous n’avons observé
aucune différence significative dans le niveau de transcrits Sfl au stade 54. Cependant, au
stade 55, nous avons détecté une augmentation significative du ratio Sf1 / Gapdh dans les
complexes gonades-mésonéphros des larves ZW?° par rapport aux larves ZZ*° et ZW>?.
Des résultats similaires ont €té obtenus sur des gonades seules prélevées au stade 55. Donc,
comme pour I’aromatase, le niveau de transcrits Sfl augmente au cours de la
différenciation ovarienne.

Néanmoins, les changements concernant Sfl surviennent apres ceux de l'aromatase
(stade 54 pour les ARNm). En ce qui concerne I’influence de la température, I'expression
de Sfl n’est pas modifiée avant le stade 55 chez les larves ZW>2. Ici encore, les
changements d'expression de Sfl surviennent apres ceux de I'aromatase.

Les études d’expression ont aussi 6té réalisées sur des cerveaux de larves ZZ%,
ZW? et ZW*? & différents stades de la période thermosensible (42, 44, 46, 48, 50, 52, 54)
et au stade 55. Comme pour les complexes gonades-mésonéphros, des «pools» de 4
cerveaux ont été réalisés afin de diminuer I’hétérogénéité due a la variabilité individuelle.
Les échantillons ont ensuite ét¢ analysés par RT-PCR qualitative (35 cycles). Nous avons
détecté un signal dés le stade 42 chez les trois types de larves. Cette expression est ensuite
maintenue quels que soient le stade et le sexe.

L’analyse semi-quantitative (28 cycles) a ensuite été réalisée aux stades 54 et 55 sur
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des échantillons de 4 cerveaux de larves ZZ?°, ZW*® et ZW> (Fig.27B). Les ratios
Sf1/Gapdh ne présentent aucune différence significative quels que soient le stade étudié ou

le type de larves analysé. Ces résultats sont similaires a ceux observés pour 1’aromatase.
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Figure 27 : Expression de Sfl dans les gonades (A) et les cerveaux (B) des larves 7277, ZW? et
ZW¥, (A) Les ARNs totaux de cinq complexes gonades-mésonéphros de larves ZZ%°, ZW? et ZW* aux
stades 54 et 55 ont été extraits, rétrotranscrits puis amplifiés par PCR semi-quantitative (26 cycles). Aprés
hybridation, I’intensité du signal Sfl a été normalisée par rapport 4 celle de la Gapdh. Le nombre de
répétitions est indiqué par N. *, P<0,05 vs. ZW?’. (B) Les ARNs totaux de quatre cerveaux de larves ZZ>,
ZW? et ZW?? aux stades 54 et 55 ont été analysés par RT-PCR semi-quantitative (28 cycles). La moyenne

des rapports est représentée par I’histogramme. Le nombre de répétitions est indiqué par N.
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C) Conclusion

Nous avons isolé un ADNc Sfl chez le pleurodéle et la protéine déduite présente
une haute identité avec celles d’autres especes de vertébrés. Sfl est exprimé tres tot, dés le
stade 42, correspondant a la gonade indifférenciée, chez les larves ZZ>et ZW™.
L'expression de Sfl est ensuite, comme celle de I’aromatase, corrélée avec la
différenciation ovarienne : elle devient significativement plus importante chez les larves
ZW? que chez les larves ZZ*° et ZW* au stade 55 que I'analyse soit réalisée sur les
complexes gonades-mésonéphros ou sur les gonades seules.

La régulation de I’aromatase par Sfl pourrait avoir lieu au cours de la période
thermosensible puisque le messager Sfl est présent tres tot, avant I’aromatase qui n’est
détectée qu’a partir du stade 44. Cependant, I’expression sexuelle dimorphique de Sfl n’est
détectée qu’au stade 55. Ceci pourrait étre di a la présence du mésonéphros dans nos
¢chantillons, les gonades n'étant dissociables qu'a partir du stade 55. Ces résultats restent
donc a confirmer par l'utilisation d'autres techniques d'étude de l'expression génique
comme I'hybridation in situ par exemple.

Si les résultats obtenus au stade 54 sur l'ensemble gonades-mésonéphros reflétent
bien la réalité, alors Sfl ne serait pas une cible directe de la température dans le contréle de
la différenciation sexuelle puisqu'aucune différence n'est détectée pendant la période
thermosensible. La diminution de I'expression de Sfl au stade 55 chez les larves ZW**
serait ainsi la conséquence de la différenciation testiculaire et de la baisse de synthése
d’eestrogenes sous I’effet du traitement thermique. La régulation de 1’expression du géne
Sf1 par les cestrogénes a déja été démontrée chez la tortue Trachemys scripta (Fleming A.
et Crews D., 2001). Cette étude est en cours chez notre modele.

Enfin, les résultats suggeérent fortement que le cerveau n’intervient pas comme
relais dans la détermination sexuelle puisque ni Sfl, ni ’aromatase ne présentent une

expression sexe-spécifique dans cet organe.

103



Etude de différents genes susceptibles d'étre impliqués dans la différenciation sexuelle
Sfl

*Article 5.

104



Developmental Dynamics

Submitted April 8, 2004.

Expression of steroidogenic factor 1 during gonadal differentiation in the

amphibian Pleurodeles waltl

SANDRA KUNTZ, DOMINIQUE CHARDARD, MARIETTE DUCATEZ, MARTINE

CALLIER, STEPHANE FLAMENT AND AMAND CHESNEL.

EA 3442 : Génétique, Signalisation, Différenciation. Faculté des Sciences. Université Henri

Poincaré - Nancy 1. Boulevard des Aiguillettes. 54506 Vandocuvre-1¢s-Nancy CEDEX. France.

Corresponding author :

Pr. Stéphane Flament

Université Henri Poincaré-Nancy 1. Faculté des Sciences. EA3442.
Boulevard des Aiguillettes. BP 239.

54506 Vandoeuvre-lés-Nancy CEDEX. France.

Phone number: 33 (0)3-83-68-42-52

Fax number: 33 (0)3-83-90-32-77

E-mail : Stephane.Flament@scbiol.uhp-nancy.fr

Running Title:

Sf1 in Pleurodeles gonadal differentiation

Key words

Pleurodeles, gonadal sex differentiation, sex reversal, steroidogenic factor 1.



Grant Sponsor :

These studies were supported by grants from the « Ligue Contre le Cancer, comités de la Meurthe
et Moselle, de la Meuse et des Vosges », the « Association pour la Recherche sur le Cancer », the
« Conseil Régional de Lorraine » and the University Henri Poncaré (BQR). S.K is a recipient of a

grant from the french "Ministére de la Recherche".

Abstract

Whether steroidogenic factor 1 (Sf7) could be involved in Pleurodeles sex differentiation or
temperature dependent sex reversal is the question we have investigated by cloning a Pleurodeles
Sfl ¢DNA and examining its expression. The 486AA putative deduced protein is very conserved
when compared to other species. Independently of heat-treatment, Sf1 mRNA is detected in both
the ZZ and ZW developing gonad until the end of the thermosensitive period while a ZW female-
specific increase in Sfl expression occurs after the onset of the ovarian-specific aromatase
overexpression, suggesting an estradiol-dependent up-regulation of SfI expression. Such an
increase does not occur in larval brain where Sfl mRNA is shown to be present in a sex and

temperature independent manner. These results suggest a role for SfI in Pleurodeles ovarian

differentiation.

Introduction

The steroidogenic factor 1 gene (Sf7), a vertebrate relative of the Drosophila fushi-tarazu factor-1
(Lala et al, 1992; Morohashi et al, 1992), encodes a nuclear orphan receptor belonging to the
nuclear receptor superfamily (Whitfield et al, 1999). In a variety of species, Sf7 is known to be
expressed in several tissues involved in steroidogenesis and/or reproduction such as adrenal in
mammals and corresponding organ in other species (e.g. interrenal organ in amphibians), as well
as brain and gonad (Val et al, 2003). Steroidogenic factor 1 plays a key role in the development
of both the hypothalamic-pituitary-adrenal and hypothalamic-pituitary-gonadal axes (Ikeda et al,
1993) since homozygous mice with a disruption of Sf7 have complete adrenal and gonadal
agenesis and also show a ventromedial hypothalamus dysgenesis (Luo et al, 1994; Ikeda et al,
1995; Shinoda et al, 1995). A failure of gonad and adrenal development has also been detected in
a human case of male to female sex reversal exhibiting a heterozygote mutation in the Sf7 gene
(Achermann et al, 1999). Furthermore, the S/ XY mice have a female phenotype (Luo et al,
1994).



These results are in agreement with an early expression of Sf7 in the genital ridges of both sexes
throughout undifferentiated stage (Ikeda et al, 1994). At a later stage of development, as
histological sex differentiation of the gonad begins, several vertebrate species exhibit a sexually
dimorphic gonadal expression of Sf7 in their developing gonads. A higher level of Sf7 mRNA is
found in the male developing gonad in mouse (Ikeda et al, 1994), rat (Hatano et al, 1994), human
(Hanley et al, 1999), pig (Pilon et al, 1998) and turtle (Wibbels et al, 1998) whereas an opposite
situation is observed in chicken (Smith et al, 1999), alligator (Western et al, 2000) and american
bullfrog (Mayer et al, 2002). In mammals, the protein SF1 controls the expression of many
enzymes required for steroid hormone production including aromatase (Parker and Schimmer,
2002). For instance, in rat and human SF1 binds to the aromatase promoter and activates its
transcription (Lynch et al, 1993; Michael et al, 1995). SF1 binding sites have also been identified
in the promoter region of aromatase gene in chicken, medaka and tilapia (Kudo et al, 1996;
Tanaka et al, 1995; Yoshiura et al, 2003). Alternatively, estrogen could control Sf7 as suggested
in the red eared slider turtle model (Fleming and Crews, 2001) where an estradiol treatment was
shown to produce an Sf7 up-regulation, although it was not proved that the effect was direct or
indirect .

In the amphibian Pleurodeles waltl, steroid hormones play a role in sex differentiation since the
application of estradiol in the rearing water (at 20°C) during a hormone sensitive period induces
ZZ genetic male larvae to differentiate into functional neofemales (Gallien, 1951). Moreover, a
similar treatment performed with an aromatase inhibitor can induce a complete female to male
sex reversal (Chardard and Dournon, 1999) demonstrating that the aromatase enzymatic complex
thus plays a very important part in the process of female differentiation (Kuntz et al, 2003a).
Aromatase activity measurements in gonad indeed revealed an up to 40 fold higher activity in
ZW larvae than in their ZZ counterparts at the onset of ovarian differentiation (Chardard et al,
1995). However, the gonadal level of endogenous aromatase transcripts in ZW larvae was only
1.5 fold higher when compared to ZZ (Kuntz et al, 2003b), suggesting the involvement of an
unknown post-transcriptional regulation (Chardard et al, 1995).

In Pleurodeles waltl, temperature can counteract the ZZ/ZW genetic sex determination since ZW
larvae reared at 32°C during a thermosensitive period (TSP) differentiate into functional
neomales (Dournon and Houillon, 1984). The masculinizing temperature was shown to inhibit
aromatase activity and could act as a direct or indirect repressor of estrogen synthesis since

estradiol benzoate is able to counteract the masculinizing effect of a high rearing temperature
(Zaborski, 1986).



Since the aromatase gene is differentially expressed during the sexual differentiation and
considering that this expression can be affected by temperature, we focused our attention on Sf1,
a known potential regulator of aromatase. We have isolated a SfI ¢cDNA containing a putative
open reading frame (ORF) and we have performed RT-PCR analyses during larval development.
Our results reveal that Sf7 is expressed early in the undifferentiated gonad of both ZZ and ZW
larvae and that later, at stage 55, a ZW specific up-regulation of Sf7 expression occurs in the
differentiating ovary. This high Sf7 expression is not observed in the gonad of heat treated ZW
larvae at the same stage. It seems that aromatase and SfI expressions are closely related,
however, since the changes in Sf/ mRNA level always appear after those affecting aromatase, we
propose that in Pleurodeles waltl, estrogens could regulate SfI expression. Moreover, the
analyses of SfI expression in Pleurodeles brain reveal no dimorphic and no temperature-sensitive
expression pattern, suggesting that the brain does not play an important role in gonadal

differentiation in that species, at least in regard to Sf7 gene.



Results

Sf1 is conserved in Pleurodeles waltl species

Pleurodeles Sfl cDNA (Fig 1) was isolated by reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR) from total RNA extracted from adult testis. Two independent clones of 657 bp and
800 bp were obtained by degenerated PCR using different set of primers. Then, 5° and 3° RACE
were performed in order to isolate the full length Sf7 mRNA. Two clones of 900 bp and of 1.2 kb
were obtained in 5’-end and 3’-end respectively. Pleurodeles SfI cDNA contains a putative 1407
bp open reading frame (Fig 1). It includes a 127 bp 5° UTR and a 582 bp 3> UTR with poly(A)
tail. The deduced amino acid sequence of Pleurodeles waltl SF1 was compared with SF1
sequences from several species : the frog Rana rugosa, the turtle Trachemys scripta, chicken,
mouse and human (Fig 2). The putative Pleurodeles SF1 is composed of 468 amino acids and is
related to that of Rana rugosa but is slightly longer than that of Trachemys scripta (466 residues),
mouse (462 residues) and human (461 residues) (Fig 2). Overall sequence identity with
Trachemys scripta was 81%, Rana rugosa 79% and mouse and human 63% (Fig.2).

The SF1 conserved regions were identified by comparison with the corresponding regions in
other species : the first and second zinc finger corresponding to DNA binding domain (residues
13 to 78), the Ad4BP/SF1 box (residues 79 to 106), the Region II (residues 274 to 315), the
Region III (residues 364 to 387) and the AF-2 domain (residues 458 to 463). The identity rate of
each functional domain in SF1 was also examined. In contrast to the second zinc finger, the first
one is highly conserved between species, except for Pleurodeles waltl which exhibit a single 15-
valine-to-Alanine aminoacid substitution. Neverthless, the Pbox ESCKG present in the first zinc
finger is conserved in our model. SF1 box, Region II and Region I1I present also a high degree of
identity among most species (75%-100%) while the AF-2 motif, essential for ligand
transcriptional activation, is entirely conserved among species. A proline stretch of 7-8
consecutive amino acids is present in the mammalian SF1 but absent in the cases of chicken,

turtle, frog and pleurodele.
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aac aac aaa cgt tac acc tgt aca gaa aac caa acc tgc aaa att gac aaa aca cag agg aaa
N N K R Y T C T E N Q T C K I D K T Q R K

cgc tgc ccce tac tgce cgg ttt cag aag tgt tta acc gta gga atg agg ctg gaa gcg gtg cgg
R C P Y C R ¥ Q K C L T \Y G M R L E A \Y% R

gca gac agg atg aga ggt gga aga aac aaa ttt ggg cca atg tac aag agg gac cgt gcc tta
A D Ry M R G G R N K F G P M Y K R D R A L
Sf1-3R Sf2

aaa caa cag aag aaa gcc tta ata cgt gca aat ggce ttc aaa ctt gag act gtt cct caa att
K Q Q K K A L I R A N G F K L E T v P Q I

gtg tcc ccc aca cag acg gag tac acc atc ccc tcecc aac atc cac agce atc cat tcc gta tcg
v S P T Q T E Y T I P S N I H S I H S

aag agt ttg ccc ttg aac act gtt gca atg act caa gtc aac tac gac cga agt ccg tat ggg
K S L p L N T Y A M T 0] \ N Y D R S P Y G
acc cca tca ctg gga atg act atg cca aac cat ggg gca ctg caa ggg tac acc tac cca cac
T p S L G M T M P N H G A L Q G Y T Y P H
Sfi-1

ttec ccc aat cgc aca att aaa tca gag ttc cct gac cac tac tcg agt cca cat gaa tca gtc
F p N R T I K S E F p D H Y S S p H E S \Y

—>

gct cct gce ttt gte tac tca gat gcc tat caa aac agt ttc ccc cca gac att ccg gaa acc
A p A F v Y S b A Y Q N S F p P D I P E T

atc ctg aat ttg ttg cag ttg gag cca gac gag cct cag atc aag gca cgg ata ctt gece tgt
I L N L L Q L E P D E P Q I K A R I L A C

ctg cag caa gag caa ggc aaa agt cgg cat gag aaa cca cct agc acc ttt gge cte atg tgce
L Q Q E Q G K S R H E K P P S T F G L M

<
%

aag atg gcc gac cag acg ctt ttc tcc atec gtt gaa tgg gca agg agt tge att tat ttc aag
K A D Q T L F S I \Y E W A R S C 1 Y F K

M
Sf1-5R

gaa ctt gag gtg ggt gat cag atg ata ttg ctg cag aac tgc tgg agc gag ctg ctg gtt ttc
E L E \Y L L C W S B L L \Y F
Sf4

gac cat att tac cgc cag att caa cat ggg aag gag aac agc ata ctc ctg gtc aca ggc caa
D H I Y R I Q H G K E S I L \Y T G Q
Sf1-5

gag att gat gta tcc acg att gct gca cag gct ggg cca gcg ctg aac aat ttg gta ttg aaa
_E I D v S T I A A Q A G P A L N N L v L K

tca cag gag ctg gtt atc cag ttg cat tcc tta caa gtt gac cgg cag gaa ttt gtc tgt ctg
Q E v I Q L H S L Q v D R Q E F v C L

aag ttc ctc atc ctc ttc agt gtt gat gag aaa tgt ttg gaa aat aac act ttg gcc aga aac
K F L I L F S v D E K C L E N N T L A R N

gcc caa gag aaa atc aac gct gcc ctc cat gaa tac acc atg tgc cat tat cct cat tge atg
A Q E K I N A A L H E Y T M C H Y P H C M

gac aag ttc cga ctg ttg ttg ttg cgg tta act gac atc cgg tce atc age atg ctg get gaa
D K F R L L L L R L T D I R S I S M L A E

gat tac ctc tac cac aaa cac atg agt ggg gag gtg cct tgt aac aac ctg ctc atc gaa atg
D Y L Y H K H M S G E v p C N N L L I E M

ctt cat gcc aag cgg tca taa atggccatcacctagtgactcagagaacagccaccagagacagtacgeccagaggtg

L H A K R S

cgcacttgcagtggatacaaatgagaatcagattggccggtcactgatgecccatcecgcaaaagecatttttectagtaatgtatttaa
cctatactattggaaaattttgaaagatttattttattataactgtggtttacccgcacaaaaatactatgtgatatatgtatcagt
ctttaaatatgaccatcttatttttacttctatcaagattcaaaaagatccatcggaggacaaattaaatggttaaatttcaattga
accccagtgtgatcaaatttaatggactcccacaatccatatcecctgtaggaggaattgcacctgaagagecctgaaatgagaataatg
tgcatatttatttttgttatcctgcaaaagaaattgetattttatgettgagaatgaccacatctcaatatettetgtgtattgtat
atcagctcactaaatacgcatagactcagcctaacttaagaaattaaatttaacttccagtggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
aaa

FIG. 1. Nucleotide and deduced amino acid sequences of Pleurodeles waltl Sfl cDNA. (accession number
AY540336). SfI cDNA includes a 1407 bp open reading frame, a 127 bp 5° UTR and a 582 bp 3° UTR with a poly
(A) tract. The arrows identify the orientation of the gene-specific primers used for different PCR.



pleurodeles MEYTYDEDLDEL [CPACGDKVSGYHYGLLTCESCKG | FFKRTVONNKRYTCTENQT [CKTDKT) 60
trachemys MDYSYDEDPNQL |CPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKG | FFKRTVONNKHYTCTESQN | SKIDKT! 60
rana MDYSYDEDLDEL |CPVCGDRVSGYHYGLLTCESCKG |FFKRTVONNKRYTCTENQS [CKIDKT) 60
chicken MDYSYDEDLDEL |CPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKG |[FFKRTVQONNKHYTCTESQN |CKIDKTI 60
mouse MDYSYDEDLDEL |CPVCGDKVSGYHYGLLTCESCKG | FFKRTVONNKHYTCTESQS | CKIDKT, 60
human MDYSYDEDLDEL |CPVCGDRVSGYHYGLLTCESCKG | FFKRTVONNKHYTCTESQS |CKIDKTi 60
Zinc finger 1 Zinc finger 11
pleurodeles , ORKRCPYCRFQKCLTVGM|[RLEAVRADRMRAGSNKFGPMYKRDRALK| QQKKALTRANGFKL 120
trachemys I QRKRCPYCRFQKCLTVGM||RLEAVRADRMRGGRNKFGPMYKRDRALK| QQKKALIRANGFKL 120
rana | QRKRCPYCRFQKCLNVGM||RLEAVRADRMRGGRNKFGPMYKRDRALK| QOKKALIRANGIKL 120
chicken I QRKCCPYCRFQKCLTVGM||RLEAVRADRMRGGRNKFGPMYKRDRALK| QOKKALIRANGFKL 120
mouse ! QRKRCPFCRFQKCLTVGM||RLEAVRADRMRGGRNKFGPMYKRDRALK| QOKKAQIRANGFKL 120
human 1 QRNRCPFCRFQKCLTVGM||RLEAVRADRMRGGRNKFGPMYKRDRALK| QOKKAQIRANGFKL 120
Zinc finger 11 Ad4BP/SF-1 box
pleurodeles  ETVPQIVSPTQIEYTIPSNIHSIHSVSKSLPLNTVAMTQVNYDRSPYGTPSLGMTMP-NH 179
trachemys ETVPQIVSPVQTDYNLSSTIHGIRSVSKSLPPNPATMTPVDYDRSPYGTPSLGMTVP-SH 179
rana ETVPQIVSQVQTDYSVANNIHTIHPVSKNLPSNTAPMTPVEYDRGSYGPPPIAMTLP-NH 179
chicken ETVPQIVSPVONDYGLSSTIHSIHAMAKTLPPNPAALTPADYERGPYGTPSLAMTVP-GH 179
mouse ETGPPMGVPPPPPPPPD-—-YMLPPSLHAPEPKALVSGPPSGPLGDFGAPSLPMAVPGPH 177
human ETGPPMGVPPPPPPAPD---YVL,PPSLHGPEPKGLAAGPPAGPLGDFGAPALPMAVPGAH 177

pleurodeles GALQGYTYPHFPNRTIKSEFPDHYSSPHES-VAPAFVYSDAYQNSFPPDIPETILNLLQL 238

trachemys GALSSYHYPSFPNRTIKSEYPDHYTNSHES--VASYMYPDAYPNSAPPDIPEVILKLLQL 237
rana APLSGYHYSSFQSRTIKSEYPDHYSNVHDPSTAGGYVYPEAYTSTSQPDIPEVILKLLQL 239
chicken TPLAGYHYPSFPNRAIKSEYPDHYSAAHEA—VPTYAYPETYPSSSPPDIPEVILKLLQL 237
nmouse GPLAGYLYPAFSNRTIKSEYPEPYASPPQQO-~-PGPPYSYPEPFSGGPNVPELILQOLLQL 234
human GPLAGYLYPAFPGRAIKSEYPEPYASPPQ----PGLPYGYPEPFSGGPNVPELILQLLQL 233
pleurodeles EPDEPQIKARYLACLOQEQGKSRHEKPPSTFGLMC KMADQTLFSIVEWARSCIYFKELEV:298
trachemys EPDEPQVKVRI LACLQOEQGKGRHEKLS-TFGLMC |KMADQTLFSIVEWARSCIFFKELEV 1296
rana EPDEPQIKARIISCLQQEQNKSRHEKLS-MFGLMC KMADQTLFSIVEWARSCIYFKELEV:298
chicken EPDEAQVKARILACLQQEQGKGRHEKLS-TFGLMC |KMADQTLEFSIVEWARSCIFFKELEV 1296
mouse EPEEDQVRARIVGCLQEPAKSRSDQPAP--FSLLC |RMADQTFISIVDWARRCMVFKELEV '292
human EPDEDQVRARILGCLQEPTKSRPDQPAA--FGLLC |RMADQTFISIVDWARRCMVFKELEV 1291
Region 11
pleurodeles :GDQMILLQNCWSELLVF DHIYRQIQHGKENSILLVTGQEIDVSTIAAQAGPALNNLVLKS 358
trachemys ! GDOQMKLLONCWSELLVF | DEHI YRQVQHGKEHSMLLVTGQEVEMAT IAAQAGSNLNNLVLRA 356
rana | SDOMILLONCWSELLVF | DHIYROMOHSKENSILLVTGQEIELSATAAQAGSTLNNLVLRA 358
chicken | GDOMKLLONCWSELLVF | DHVYRQLOHGKEHSVLLVTGQEVDLSAVAAQAGSILHSLVLRA 356
mouse :ADQMTLLQNCWSELLVL DHIYRQVQYGKEDSILLVTGQEVELSTVAVQAGSLLHSLVLRA 352
human 1 ADOMTLLONCWSELLVF | DHIYRQVOHGKEGSILLVTGQEVELTTVATQAGSLLHSLVLRA 351
pleurodeles QELVI |QLHSLQVDRQEFVCLKFLILFSVD | EKCLENNTLARNAQEKINAALHEYTMCHYPH 418
trachemys QELVL |HLHSLQVDRQEFVCLKFLILFSLD | VKY LENHSLAKDAQEKANAALLEYTICHYPH 416
rana QELVI |LLHSLQVDRQEFVCLKFLILFSLD |[EKFLENHSLAKSAQEKVDSALMEYTMCHYPH 418
chicken QELVL |HLHSPQVDRQEFVCLKFLILFSLD |VKYLENHALAKDAQEKANAALLEYTVCHYPH 416
mouse QELVL [QLHALQLDRQEFVCLKFLILFSLD [VKFLNNHSLVKDAQEKANAALLDYTLCHYPH 412
human QELVL [QLLALQLDRQEFVCLKFIILFSLD | LKFLNNHILVKDAQEKANAALLDYTLCHYPH 411
Region 111
pleurodeles CMDKFRLLLLRLTDIRSISMLAEDYLYHKHMSGEVPCNN |LLTIEML|HAKRS 468 100% identity
trachemys AADKFRQLLLRLAEIRSLSMQAEEYLYHKHLSGEVPCNN | LLIEML |HAKRT 466 81% identity
rana CTDKYRLLLLRLAEIRSISMQOAEEYLYHKHLSGEVPCNN |LLIEML{HAKRA 468 79% identity
chicken CTDKFRQLLLRLTEVRALSMQAEEYLYHKHLSGEVPCNN |LLTEML | HAKRT 466 78% identity
mouse CGDKFQQLLLCLVEVRALSMOAKEYLYHKHLGNEMPRNN [ LLTEML | QAKQT 462 63% identity
human CGDKFQQLLLCLVEVRALSMOAKEYLYHKHLGNEMPRNN [ LLIEML | QAKQT 461 63% identity
AF-2

FIG. 2. Alignment of the amino acid sequences of §f7 cDNAs from several vertebrates species. Amino acid
identity with Pleurodeles sequence is emphasized in grey. The conserved regions : Zinc finger 1, Zinc finger II, SF1
box, Region II, Region Il and AF-2 are framed. The proline stretch in mammals is in bold type.
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Sf1 is expressed early during gonadal development

The Sf1 mRNA expression pattern in the urogenital system of Pleurodeles larvae during the TSP
was examined. Qualitative RT-PCR analysis in gonad-mesonephros complexes from ZZ>, ZW*
and ZW™ larvae taken at different stages of their development showed that Sf7 is expressed early
in the undifferentiated gonad and that the expression is maintained after the histological
differentiation which actually starts at stage 53. Indeed, Sf7 mRNAs are detected in a sex-
independent manner since stage 42 and maintained thereafter through the whole TSP that ends at

stage 54 (Fig 3). Moreover, temperature appeared to have no silencing effect on Sf7 during this

period of development.
Developmental stages

Larvae
42 44 46 48 50 52 54 55
_ ZZZO
gapdh
Sf1
ZWZU
gapdh
Sf1
Zw32
gapdh

Thermosensitive period

FIG. 3. Qualitative analysis of SfI mRNA expression in Pleurodeles gonads-mesonephros.

77 and ZW larvae raised at 20°C (ZZ% and ZW?°) and ZW larvae exposed at a temperature of 32°C
during all the TSP (ZW>?) were taken at different stages of TSP (42 to 54) and at stage 55. Total RNA was
extracted from pooled gonads-mesonephros complexes isolated from five larvae, reverse transcribed and

amplified by PCR for 35 cycles. gapdh serves as a positive control.

Sf1 expression increases during ovarian differentiation

First, semi-quantitative RT-PCR analyses were performed from total RNA isolated from gonads
plus mesonephros of larvae at stage 54, i.e. at the end of the TSP. We never detected significant
differences in SfI mRNA levels between 27%, ZW? and ZW?* larvae (Fig 4). We also studied

Sf1 expression in mesonephros + gonads of larvae at stage 55 in which gonads are more



differentiated and display high differences in their level of aromatase expression (Chardard et al.,
1995). At this stage, the level of Sf7 mRNA is significantly higher in ZW? larvae than in ZZ*
(1.58 fold ; P=0.0055) and ZW>* larvae (1.63 fold ; P=0.0019). In ZW>? the level of SfI
transcripts is reduced down to a level which is not significantly different from those observed in

control ZZ* larvae (Fig 4).
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FIG. 4. Semi-quantitative analysis of Sf/ mRNA expression in gonads-mesonephros complexes of ZZ>,
ZW?® and ZW?™ larvae at stages 54 and 55. Total RNA of gonads-mesonephros complexes isolated from a
pool of five larvac was reversed transcribed and amplified by PCR for 26 cycles. After hybridization,
relative amounts of Sf7 mRNA were normalized to gapdh. Values are means of replicates: the number of

pools is indicated by N. Vertical bars indicate the mean standard error.

This result was confirmed by an assay performed with isolated gonads at stage 55 (Fig 5). In
ZW? larvae, Sf1 mRNA level is 1.55 fold higher than in ZZ% larvae (P=0.02). A significant
difference is also found between ZW?® and ZW>? larvae, the latter showing a Sf//gapdh mRNA
ratio 4 fold lower than ZW?° larvae (P=0.0003). There is no significant difference between ZZ*°
and ZW™ larvae (P=0.075).
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FIG. 5. Semi-quantitative analysis of Sfl mRNA expression in gonads of ZZ*, ZW*® and ZW?* larvae at

stage 55. The same procedures as in figure 4 were used except for pools that were composed of 5 pairs of

gonads without mesonephros.

Sf1 expression in the brain is neither sexually dimorphic nor temperature-sensitive

The importance of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis in vertebrate development brought us
to search for Sf7 expression in the CNS as it was recently performed for aromatase (unpublished
data). A qualitative RT-PCR was performed on brain of ZZ*°, ZW?® and ZW>? taken from stage
42 to stage 55 of development. Sf7 transcripts are detected as soon as stage 42 in the three types

of larvae (Fig 6) and SfI expression is maintained until stage 55 which was the oldest stage

studied.
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Developmental stages Larvae

42 44 46 48 50 52 54 55

Sf1 7720
gapdh

Sf1 —
gapdh

Thermosensitive period

FIG. 6. Qualitative analysis of S/ mRNA expression in brain of ZZ*°, ZW* and ZW*? larvae.
The presence of Sf1 transcripts was studied from stage 42 to 54 of TSP and at stage 55. Total RNA was
isolated from pools of four larval brains each, reverse transcribed and amplified by PCR for 35 cycles and

gapdh serves as a positive control.

Semi-quantitative RT-PCR was performed at stages 54 and 55 in the conditions used for the
analysis in gonad-mesonephros complexes. We detected no significant difference in the amount
of Sf1 mRNAs between the different larvaec whatever the stage, the genotypic sex or the rearing
temperature condition (Fig 7), suggesting that Sf/ cerebral expression is not involved in the sex-

dependent differential response of larvae to heat treatment.
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FIG. 7. Semi-quantitative analysis of Sf7 mRNA expression in brain of ZZ*, ZW?® and ZW*? larvae at
stages 54 and 55.

Relative amounts of SfI mRNA were normalized to gapdh. For each experiment, RT-PCR analysis was
performed in four replicates of four larval brains each. Vertical bars indicate the mean standard error.
Total SfI expression was not significantly different between ZZ*° larvae and ZW? larvae at stage 54 or at
stage 55. Temperature has no apparent effect on Sf7 expression since no significant differences were seen

either at stage 54 in ZZ*° vs ZW? larvae, or at stage 55 in ZZ*° vs ZW? larvae.
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Discussion

Little is known about steroidogenic factor 1 in amphibians and its involvement in the regulation
of steroid hormone synthesis has still to be demonstrated in Pleurodeles waltl species. Whether
SfI could be involved in the transcriptional regulation of aromatase in P. waltl is one of the
questions we address here, and our model allows the use of temperature as a very useful screen.
This work was performed in order to establish whether Sf/ could constitute a target of the
masculinizing temperature, standing upstream of the temperature sensitive aromatase expression.
We first have cloned a SfI ¢cDNA from Pleurodeles waltl adult testis and examined its gonadal
and cerebral expression during sexual differentiation. The Pleurodeles SfI cDNA contains an
open reading frame that could encode a protein of 468 amino acids. Sequence identity of
Pleurodeles putative SF1 compared to that found in other vertebrates showed a high homology
ranging from 81% in Trachemys scripta to 63% in human and mouse and the regions that
correspond to known functional domains in the nuclear receptor family showed higher amino
acid identity than for the protein as a whole.

SF1 was described as a transcription factor expressed in several tissues involved in reproduction
and/or steroidogenesis and is currently detected in brain, testis, ovary and adrenal in mouse,
chicken, the turtle Trachemys scripta and frog (Kawano et al, 1998; Mayer et al, 2002; Smith et
al, 1999; Fleming et al, 1999; Ingraham et al, 1994). In agreement with this finding, Pleurodeles
SfI transcripts were detected in all adult steroidogenic tissues (Kuntz et al., 2004). In addition,
Sf1 was expressed in Pleurodeles spleen, as in Rana rugosa species (Kawano et al, 1998), and
surprisingly, in Pleurodeles lung, where aromatase transcripts were also shown to be expressed
(Kuntz et al, 2004). These results suggest a role of Sf7 in steroid hormone synthesis pathway.

However, Pleurodeles SF1 target genes remain to be discovered.

As soon as stage 42, qualitative expression analysis revealed the presence of Sf7 mRNAs
in gonads of ZZ%°, ZW* or ZW>2. Then, this sex and temperature-independent signal was
observed at all stages of TSP. This result is consistent with those obtained in mouse where Sf7
transcripts are present from the undifferentiated urogenital ridge in both sexes before the onset of
Sry expression (lkeda et al, 1993). Such a gonadal expression pattern, prior to sexual
differentiation, is also observed in chicken (Smith et al, 1999), in the turtle Trachemys scripta
(Fleming et al, 1999), in alligator (Western et al, 2000) and in Rana catesbeiana (Mayer et al,
2002). The early presence of Sf/ mRNA is probably correlated to its role in the early

differentiation of the two primary steroidogenic organs : the gonads and adrenal (Luo et al, 1994).
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Further, gonadal expression occurs before expression of known SfI steroidogenic target genes
(Parker and Schimmer, 2002).

After the onset of gonadal sex differentiation, the Sf7 expression pattern becomes sexually
dimorphic in several species. In mouse embryos, SfI expression persists during testicular
differentiation, whereas it declines during ovarian differentiation (Tkeda et al, 1994). A similar
pattern was found in other mammals (Hatano et al, 1994; Hanley et al, 1999; Pilon et al, 1998)
and in turtle Trachemys scripta (Fleming et al, 1999). In contrast to that situation, chicken (Smith
et al, 1999), alligator (Western et al, 2000), and Rana catesbeiana (Mayer et al, 2002) showed a
higher Sf71 expression level in female gonads. Pleurodeles waltl is related to this second group of
species since our semi-quantitative analysis showed that the level of SfI transcripts increases
during ovarian differentiation. It should be kept in mind that this sexual dimorphic expression
was detected at stage 55, after the first signs of histological sex differentiation which occur at
stage 53.

The dimorphic Sf7 expression appears to be correlated with the level of steroidogenic activity that
should be necessary to support sexual development. In chicken embryos indeed, the developing
ovary displays a higher steroidogenic activity than the testis (Guichard et al, 1979) while the
opposite is observed in mammals (Jost, 1970).

A target for SF1 during gonadal development should be the gene encoding aromatase since both
genes display a concomitant upregulation of their expression as observed in chicken (Yoshida et
al, 1996; Andrews et al, 1997; Smith et al, 1997; Smith et al, 1999) and in mammals (Lynch et al,
1993; Michael et al, 1995, Fitzpatrick and Richards, 1993). Moreover, a putative SF1 binding site
has been identified in the promoter region of chicken aromatase gene (Kudo et al, 1996). In
Pleurodeles too, the aromatase and Sfl expression patterns appear to be closely related, both
increasing during early ovarian differentiation. However, the increase in aromatase mRNA level
occurs carlier than those of Sf7, respectively at stage 54 (Kuntz et al, 2003b) and at stage 55 (this
work). This result suggest that, after the onset of ovarian differentiation, estrogens resulting from
overexpression of aromatase around stage 53 could positively regulate SF1 production and as a
consequence, enhance global steroidogenic production in this organ. In the red eared slider turtle
indeed, estrogens were shown to modulate the regulation of Sf7 expression since a treatment with
estradiol applied at a male producing temperature resulted in upregulation of Sf/ and female
hatching (Fleming and Crews, 2001). However, whether estrogens had a direct or indirect effect
on SfI expression in that case is not known.

What about our hypothesis that Sf7 could be a target gene of temperature able to explain the

decrease in aromatase expression in heat treated animals ? In our model, we detect a significant
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decrease in Sf1 expression in ZW>? larvae, however this appears at stage 55, after the decrease in
aromatase expression (Kuntz et al., 2003b). This result could be due to the defect in aromatase
expression and hence, in estrogen synthesis induced under the effect of heat treatment during the
TSP, supporting the hypothesis of a regulation of Sflexpression via the estrogen hormones level.
It is interesting to note that temperature can modify SfI/ expression in different ways : in
Trachemys scripta, Sf1 mRNAs increase at male producing temperature (Fleming et al, 1999)
whereas in Pleurodeles waltl, temperature treatment has also a masculinizing effect and induces a
decrease in Sf7 expression.

Are our findings really inconsistent with a possible regulation of aromatase expression by SF1 in
P. waltl 7 This question will await further studies at the cellular level to be answered since it was
not possible to separate efficiently the gonads from mesonephos at each of the developmental
stages included into the TSP. Sf7 expression also occurs in mesonephros and this could mask
changes occurring specifically in the gonads even if at stage 55, the analysis of isolated gonads
was rather similar to those of the mesonephros-gonads complexes. We assume here that an actual
Sf1 expression is present early during the development of the gonad and consequently that it

could be involved in aromatase regulation.

SfI has also been implicated in neural development since in Ffz-FI disrupted mice a
malformed structure of the ventromedial hypothalamus is observed (Ikeda et al, 1995; Shinoda et
al, 1995). SfI transcripts were present in periventricular nucleus of hypothalamus in mammals
(Roselli et al, 1997; Parker and Schimmer, 2002), in bird Zebra finch (Agate et al, 2002) and in
turtle Trachemys scripta (Crews et al, 2001). Our qualitative RT-PCR investigation reports an Sf/
expression in brain of Pleurodeles during the TSP and Sf7 transcripts were detected as soon as
stage 42 in ZZ*°, ZW* and ZW>? larvae. Then, expression was maintained in all the following
stages. This is in agreement with the usual expression of Sf7 in vertebrates brain.

Recently, the brain has been suggested to be involved in sex determination in TSD turtle. In
Trachemys scripta, this organ seems to be a site of aromatase response to temperature since
differential aromatase activity was detected in brain during TSP whereas no differential activity
was observed in gonads (Crews et al, 2001; Willingham et al, 2000). In the same way, in the
turtle diamonback terrapin, aromatase transcripts were more abundant in brain of putative female
than putative male early in the TSP (Jeyasuria and Place, 1997). Furthermore, in adult brain of
Zebra finch, aromatase and SfI were coexpressed in hypothalamus but not in telencephalon,

suggesting that SF1 regulate aromatase expression only in hypothalamus (Agate et al, 2002). We
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hypothesized that in Pleurodeles, temperature dependent sex-reversal, temperature could be able
to reverse ovarian differentiation by acting on the brain specific estrogen production, particularly
by down regulating Sf/ and/or aromatase or other steroidogenic target genes. Our semi-
quantitative RT-PCR analysis did not show any differential expression in brain from ZZ*, ZW?*°
and ZW*” Pleurodeles larvae taken at the beginning of sex-specific gonadal differentiation. This
result was similar to that observed for aromatase expression (under publication). So, the cerebral
expressions of both Sfl and aromatase are stable, in Z7% and ZW? as well as in ZW>* larvae,
whereas changes in the expression of these genes are observed at the same time in the gonads of
these animals. This suggests that the brain does not interfere in a preponderant manner in the
sexual determination or differentiation of the gonad in Pleurodeles waltl.

This work brings a new light on the actors that can play a role in Pleurodeles waltl gonadal
differentiation although aromatase and estrogens seem to remain, at that time, the most important
pieces of the puzzle. However, additional results will be necessary to understand the overall
regulation of estrogen synthesis and the actual involvement of Sf7 in the complex way of ovarian

differentiation and/or determination.

Experimental Procedures

Animals

Adult Pleurodeles waltl were reared in fresh water at a controlled temperature of 20+2°C (ZZ*°
and ZW?) in our laboratory. Developmental stages were determined by macroscopic observation
according to Gallien and Durocher (Gallien and Durocher, 1957) and the sexual genotype was
determined by electrophoretic patterning of the sex-linked peptidase-1, as described previously
(Chardard et al, 1995). Heat treatment of ZW larvae was run at 32°C (ZW>?) during the whole
TSP, from stage 42 to stage 54 while other ZW or ZZ larvae were maintained at 204+2°C as a
control (ZW?, Z7?%). Before dissection, animals were anaesthetized in a solution of benzocaine
(0.03%) and the brain or gonad-mesonephros complex were dissected for further analysis. Due to
their small size, gonads could not be isolated from the mesonephros before stage 55.

Sf1 ¢cDNA isolation

One microgram of total RNA from adult testis was reverse transcribed using oligo(dT)s) primers
and Superscript II mouse moloney leukemia virus (MMLYV) reverse transcriptase (Invitrogen).
An aliquot of the reaction was amplified by polymerase chain reaction (PCR) by using the

degenerated  primers  SfI-1  5-TGYAARGGITTYTTYAARMGIAC-3', Sf1-2 5
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AARTTYGGICCIATGTAYAA-3' and Sfl-4 5 -TCISWCCARCARTTYTG-3’. The
amplification was performed in the presence of 0.1 unit of Taq DNA polymerase (Invitrogen) in
PCR buffer containing 25 mM of each ANTP and 3.5 mM MgCl, . A 60°C to 40°C touchdown
PCR program was run at 94°C for 3 min followed by 20 cycles at 94°C for 1 min, annealing for |
min and 72°C for 1 min. Amplification was then pursued with 30 cycles at 94°C for 1 min, 40°C
for 1 min and 72°C for 1 min. Two independent fragments were obtained by using different set of
primers, Sf1-2/Sf1-4 (657 bp) and Sf1-1/Sf1-4 (800 bp). After agarose gel electrophoresis, the
expected fragments were excised from the gel, inserted into either the plasmids pCR2 or
pBLUESCRIPT (Invitrogen) and transfected in F.coli strains INVa, or HB101 (Invitrogen), and
both were sequenced (Genome express).

The 5’ and 3’ rapid amplification of cDNA ends (RACE) system (SMART RACE cDNA
Amplification Kit, Clontech) was used to amplify 5’-end and 3’-end of Sf/ cDNA synthesized
from 1 pg of total RNA isolated from adult testis according to manufacturer’s instructions. PCR
was performed with 1 unit Taq DNA Polymerase (Advantage 2 Polymerase Mix, Clontech) and
specific ~ primer for each  amplification in  5-end  region:  SfI-5R  5’-
CTGGTCGGCCATCTTGCACATGAGGCC-3> and in 3’-end region: Sfl-3R 5°-
CTGGAAGCGGTGCGGGCAGACAGG-3’. The reaction mixture was heated at 94°C for 3 min
and amplified for the first five cycles as follows: 94°C for 30 s and 72°C for 3 min. The next five
cycles were: 94°C for 30 s, 70°C for 30 s and 72°C for 3 min. The remaining 30 cycles of PCR
were carried out at 94°C for 30 s, 68°C for 30 s, 72°C for 3 min and a final extension at 72°C for
10 min. Two fragments of 900 bp and of 1.2 kb isolated from 5 and 3’ region respectively, were
purified (QiaEX II Kit, QIAGEN), inserted into the plasmid pGEM-T easy (Promega),

transfected into F.coli TG1 strain and sequenced (Genome Express).

Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) analyses

The detailed protocol for reverse transcription has been previously described (Kuntz et al,
2003b). Total RNA was extracted from dissected tissues by using TRIzol reagent (Invitrogen)
and quantified (BioPhotometer, Eppendorf). Total RNA (1 pg) was reverse transcribed by using
random hexanucleotide primers and 100 units of MMLYV reverse transcriptase in a total volume
of 25 pul. A 2 ul aliquot of resultant cDNA was PCR amplified with 0.1 unit of Taq DNA
Polymerase in PCR buffer containing 25 mM of each dNTP, 2.5 mM MgCl; and 0.4 pM of each
primer in a total volume of 25 ul. Specific primers for Pleurodeles waltl were Sfl-1 5°-
GGGTACACCTACCCACACTT-3’ and Sf1-5 5’-TCTTGGCCTGTGACCAGGAG-3’ and led

to a PCR product of 462 bp in length. This product encompasses one exon / intron boundary
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based on other vertebrate SfI genes alignment (not shown). In order to ensure that the RNA was
not degraded or to prevent poor transcription quality, gapdh was used as a control (primers 5°-
ACTACAAAGGACTAGGTCAGG-3’ and 5’-CCGGTATTGCACTCAACGACC-3’ leading to
a 290 bp fragment). The PCR conditions were 30 sec denaturation at 94°C, 30 sec annealing and
2 min elongation at 72°C. Annealing temperatures were 52°C for gapdh and 60°C for Sf1. We
realized 35 cycles for qualitative analyses and 26 or 28 cycles for semi-quantitative analyses in
gonads and brain respectively (in that case, the amplification takes place in the linear phase of the
PCR reaction). PCR products were run in a 1% agarose gel and either directly observed or
transferred to nylon membrane (Hybond-N, Amersham) before hybridization with DIG-labeled
probes and detection by chemoluminescence using previously described conditions (Kuntz et al,
2003b). The intensity of the hybridization signal was measured and the relative amounts of Sf7
mRNAs were normalized to gapdh ones by using the GelDoc 2000 (Bio-Rad Laboratories) and a
software package (Quantity One v.4.3.1, Bio-Rad Laboratories).

Statistical analysis

The results are expressed as mean +/- standard error of several experiments as indicated in the

text. The variation of expression between samples was analyzed by Student’s #-test.
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Etude de différents génes susceptibles d'étre impliqués dans la différenciation sexuelle
Sox9

2) Etude de I’expression de Sox9 au cours de la différenciation sexuelle chez

Pleurodeles waltl

(non soumis)

A) Introduction

SOX9 est un facteur de transcription qui joue un réle essentiel dans Ia
chondrogénese et la différenciation testiculaire. La mutation de ce géne chez I’humain est
responsable du syndrome de dysplasie campomélique (CD) caractérisé par des
malformations squelettiques et des défauts de formation du cartilage avec une inversion
sexuelle des individus XY dans 75% des cas (Foster J.W. ef al., 1994; Wagner T. et al.,
1994; Tommerup N. et al., 1993). L’implication de Sox9 dans la différenciation testiculaire
a été démontrée chez les mammiferes, les oiseaux mais aussi les espéces TSD. En effet,
Sox9 est surexprimé dans les gonades males au moment de la différenciation sexuelle chez
la souris (Morais da Silva S. et al., 1996; Kent J. et al., 1996), le wallaby (Pask A.J. ef al.,
2002), le poulet (Kent J. ef al., 1996), les tortues Trachemys scripta et Lepidochelys
olivacea (Spotila L.D. et al., 1998; Moreno-Mendoza N. et al., 1999) et I’alligator
(Western P.S. et al., 1999a).

Chez les mammiferes, la chronologie et la spécificité cellulaire de son expression
suggerent que Sox9 agit en aval de Sry et qu'il est important pour la différenciation des
cellules de Sertoli. Il est notamment impliqué dans la régulation de I'expression du gene de
I'AMH, un des premiers marqueurs de la différenciation des cellules de Sertoli (De Santa
Barbara P. et al., 1998). Sox9 peut méme se substituer & Sry en dirigeant la détermination
male d’une souris XX lorsqu’il est exprimé ectopiquement sous le contrble de la région
régulatrice de Wtl (Vidal V.P. et al., 2001) et chez les mutants Ods/+ (Bishop C.E. et al.,
2000). De méme, chez la tortue Lepidochelys olivacea, le maintien de I’expression de Sox9
dans les gonades & température masculinisante est corrélé avec la période de la
détermination du sexe (Moreno-Mendoza N. ef al., 1999).

Cependant, la fonction de Sox9 pourrait sensiblement varier selon les espéces.
Effectivement, chez le poulet, ’expression de Sox9 apparait apres celle de ’AMH
suggérant que chez cette espece, Sox9 n’est pas essentiel dans la régulation de l'expression
de cette hormone (Oreal E. et al., 1998). Chez I’alligator et le 1ézard Eublepharis
macularius, Sox9 semble jouer un rdle plus tardif dans la différenciation testiculaire
puisque I’expression dimorphique de Sox9 n’apparait qu’aprés le début de la

différenciation testiculaire (Western P.S. ef al., 1999a; Valleley E.M. et al., 2001). 11 en est
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de méme chez la grenouille Rana rugosa, ol le niveau de transcrits est similaire entre les
gonades males et femelles au cours du développement, 1’augmentation testiculaire n’étant
détectée que deux mois apres la métamorphose (Takase M. et al., 2000). En outre, Sox9
pourrait jouer un rdle dans la spermatogénése comme chez le rat (Frojdman K. et al., 2000)
ainsi que dans la différenciation des glandes mammaires et du scrotum comme chez le
wallaby (Pask A.J. et al., 2002). Chez le medaka, Sox9 n'intervient que dans la formation
du cartilage puisqu’aucun transcrit n’a été détecté dans les gonades au cours du
développement (Yokoi H. ef al., 2002). Afin de définir son implication au cours de la
différenciation gonadique chez Pleurodeles waltl, nous avons cloné ce géne et examiné son

expression au cours du développement.

B) Matériel et Méthodes

a) Animaux

Les pleurodeles adultes sont élevés dans l’eau courante a 20+£2°C dans notre
laboratoire.

Un lot de larves témoins ZZ et ZW a été maintenu a 20°C+2°C (ZZ*° et ZW?),
température d’élevage ou le sexe phénotypique est conforme au sexe génétique. Un autre
groupe de larves ZW a été élevé a 32°C pendant toute la période thermosensible, du stade
42 au stade 54 (ZW*?).

Avant la dissection, les animaux sont anesthésiés dans une solution de benzocaine
(0,03%). Pour les animaux adultes, différents organes ont €t€ prélevés : cerveau, cceur,
foie, rein, rate, testicule, ovaire, intestin et poumons. Chez les larves, les études ont été
réalisées sur le complexe gonades-mésonéphros jusqu’au stade 54 a cause de la petite taille
des gonades. En effet, les gonades sont difficilement dissociables du mésonéphros, par
dissection manuelle & la pince, avant le stade 55. Au stade 55, les complexes gonades-

mésonéphros ainsi que les gonades isolées ont été examings.

b) Clonage du géne Sox9

Un premier fragment de Sox9 obtenu par PCR a I’aide des amorces Sox9-up 5’-
CAGCACTCCCCCCAGCAGCT-3’ et Sox9-dw 5’-ATAGACTGGGTGCTCCCAGT-3’,
nous a été généreusement fourni par Mr P. Berta du laboratoire de Montpellier. Le produit

de PCR contient 290 pb.
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La plus grande partic du cDNA de Sox9 a ¢té obtenue apres le criblage d’une
banque d’expression du stade bourgeon caudal réalisée par J.F. Riou du laboratoire de
Biologie du Développement de I'université Paris VI, dans le vecteur lambda ZAPII
(Stratagene). Aprés un étalement de la banque (~ 10° clones) qui a 6té réalisé par une
infection de la bactérie XL1, le criblage a été effectué¢ par hybridation avec une sonde
froide. Pour ce faire, les phages ont été transférés par capillarité sur une membrane Hybond
N (Amersham). Aprés les deux étapes successives de dénaturation (NaOH 0,5 M, NaCl 1,5
M) et neutralisation (NaCl 1,5 M, Tris-HCI pH 7,5 0,5 M) pendant 5 minutes chacune, la
membrane a été lavée dans une solution de SSC 2x pendant 15 minutes puis ’ADN a été
fixé pendant 2 heures a 80°C. La membrane a ensuite ét¢ préhybridée puis hybridée avec
une sonde SOX9 marquée a la digoxygénine et révélée en chimioluminescence selon les
conditions décrites précédemment (voir partie résultats 1.1). Les plages de lyse positives
ont été carottées a 1’aide d’une pipette Pasteur et incubées pendant 16 heures dans 100 ul
de SM (NaCl 100 mM, Tris-HCl 20 mM pH 7,5, MgSO4 10 mM). Trois cycles identiques
de criblage ont ensuite été réalisés afin d'obtenir un clone pur. A partir de cette banque,
deux clones SOX9, 2A et 3A, ont été isolés. Puis, trois sous-clones 2A (a, b, ¢) et deux
sous-clones 3A (d, ¢) ont été retenus. Ensuite, le plasmide comportant l'insert inclus dans le
phage A ZAP II, d'une taille approximative de 2,6 kb pour 2A et 2,8 kb pour 3A, a été
récupéré par "excision" in vivo a l'aide d'un phage helper. Aprés cette étape, une carte de
restriction a été réalisée sur le sous-clone 3Ae retenu pour sa grande taille. La présence de
deux sites Sacl et de deux sites Pst] a permis d'obtenir 3 sous-clones : PwSS106 de 400 pb,
PwPP207 de 654 pb et PwPX305 d'environ 1,5 kb qui ont été séquencés (Genome
Express).

L’utilisation de la technique de RACE-PCR (SMART RACE ¢cDNA Amplification
Kit, Clontech) nous a permis d’obtenir un fragment supplémentaire dans la partie 5’
manquante de I'ADNc de Sox9. Pour ce faire, 1ng d'ARNSs totaux de testicule adulte a été
rétrotranscrit  puis amplifié¢ & 1'aide des amorces spécifiques Sox9-5R  5°-
GGAGCTCTGGCCAGCAGCGTGGCT-3’ puis Sox9-5R2 5’-
GGCCAGCCAGGCATGGGCTGGAGCCCC-3’ (Fig.28). Une premiére amplification a
¢été réalisée avec ’amorce Sox9-5R dans un mélange contenant 1 unité de Taq polymérase

(Advantage 2 Polymerase Mix, Clontech) selon le programme PCR suivant :
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94°C 3 minutes

94°C 30secondes

72°C 3minutes } 5 cycles
94°C  30secondes

70°C 30sec0ndes} 5 cycles
72°C 3minutes

94°C 30secondes

68°C 30 secondes:%z,o cycles

72°C 3minutes

Ensuite, un aliquot dilué de la PCR précédente a été réamplifié pendant 25 cycles a
I’aide de I’amorce Sox9-5R2 selon le programme suivant : 30 secondes de dénaturation a
94°C, 30 secondes d’hybridation a 68°C et 3 minutes d’élongation a 72°C. Un premier
fragment de 564 pb a été obtenu, inséré dans le plasmide pGEMT-casy puis séquencé
(Genome Express). Comme ce clone était encore incomplet, la répétition de la PCR, nous a
permis d’obtenir un deuxiéme fragment plus long de 900 pb qui a aussi été cloné dans le

plasmide pGEMT-easy et séquencé (Genome Express).

¢) Analyse par RT-PCR

Le protocole détaillé a déja été décrit précédemment (voir partie résultats 1.1). Lors
de cette étude, des «pools» de 5 complexes gonades-mésonéphros ou de 5 gonades isolées,
et des «pools» de 4 cerveaux ont été constitués pour les larves. En ce qui concerne les
tissus adultes, un fragment de chaque organe a été prélevé. Les ARN des différents
échantillons ont ensuite été extraits en utilisant la technique au TRIzol (Invitrogen).

La rétrotranscription (RT) a été réalisée a partir de quantités différentes d’ARNs
totaux : 3pg pour les tissus adultes et les cerveaux larvaires et 1ug pour les complexes
gonades-mésonéphros ou les gonades seules. Lors de cette réaction, des amorces aléatoires
et 100 unités de transcriptase inverse MMLYV (Invitrogen) ont été utilisés dans un volume
de 25 pl. Ensuite, un aliquot de 2ul d'ADNc a été amplifié avec 0,1 unité de Taq
Polymerase (Invitrogen) dans un tampon contenant 25 mM de chaque dNTP, 1,5 mM
MgCl, et 0,4 pM de chaque amorce dans un volume total de 25 ul. Le couple d’amorce
utilisé Sox9-3 5’GAGGGCTCCGAGCAAACGCAC-3’ et Sox9-4 5’-
GCTCTGCTCGCTGCCCAGTGT-3’ donne un fragment de 504 pb (Fig.28). Le géne de la
Gapdh a été choisi comme témoin interne de PCR (amorces 5’-
ACTACAAAGGACTAGGTCAGG-3° et  5-CCGGTATTGCACTCAACGACC-3’
conduisant & un fragment de 290 pb). Le programme PCR est le suivant : 1 minute de

dénaturation a 94°C, 1 minute d’hybridation et 1 minute d’élongation a 72°C. La
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température d’hybridation est de 52°C pour la Gapdh et de 66°C pour Sox9. Le témoin
Gapdh est amplifié¢ pendant 24 cycles. En ce qui concerne Sox9, 35 cycles sont effectués
pour les analyses qualitatives et 26 ou 28 cycles pour les analyses semi-quantitatives.

Les produits de PCR obtenus (10ul) sont déposés sur un gel d’agarose a 1% puis
sont ensuite soit directement observés sur gel, soit transférés sur une membrane de Nylon
(Hybond-N, Amersham) avant d’étre hybridés avec des sondes marquées a la DIG et
détectés par chimioluminescence selon les conditions décrites précédemment (voir partie
résultats 1.1). L’intensité du signal a ét€¢ mesurée par I’'utilisation du GelDoc 2000 et
quantifiée grace au logiciel "Quantity One" (Bio-rad). Les quantités relatives de transcrits

Sox9 ont été¢ normalisées par rapport au témoin Gapdh.

d) Analyses statistiques

Les résultats sont représentés sous forme d’histogramme représentant la moyenne
des rapports Sox9 / Gapdh. L’écart-type moyen de chaque expérience est indiqué par une
barre sur ’histogramme. Les variations d’expression entre les différents groupes ont été

analysées par le test de Student.
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CAA CGC AGA GTA CGC GGG ATG AAC GCC TTC ATG GTG TGG GCG CAG GCG
Q R R v R G M N A F M \Y W A Q A

GCG CGC AGG AAG CTG GCC GAC CAG TAC CCG CAC CTG CAC AAC GCC GAG CTC AGC AAG ACA CTG GGC AAG
A R R K L A D Q Y P H L H N A E L S K T L G K

CTC TGG AGG CTG CTG AAT GAG GGC GAG AAG CGC CCC TTT GTG GAG GAA GCA GAG AGA CTG CGT GTC CAG
L W R L L N E G E K R P F v E E A E R L R v Q

CAC AAG AAG GAC CAC CCG GAC TAC AAG TAC CAG CCC CGC AGG CGG AAG TCT GTG AAG AAC GGC CAG GCG
H X X D H P D Y XK Y Q@ P R R R K 8 VvV K N G Q A
Sox9-3

GAG ACG GAG GAG GGC TCC-GAG CARTACG CAC ATC TCT CCC AAC GCC ATC TTC AAG GCG CTG CAG GCC GAC
E T E E G S E ©Q T H I S P N A I F K A L Q A D

TCA CCG CAC TCA TCA TCC GGC ATG AGC GAG GTG CAC TCG CCC GGA GAG CAC TCT GGC CAG TCC CAG GGT
s P H S S S G M S E v H S P G E H S G Q S Q G

CCA CCC ACA CCT CCA ACT ACC CCA AAA ACC GAC GTT CAG CCA GGG AAA CCT GAC CTG AAG CGG GAA GGA
P P T P P T T P K T D \Y% Q P G K P D L K R E G

CGC CCT CTC CAG GAG GAA GGG AGA CAG CCT CCC CAC ATT GAC TTC GGG GAT GTG GAC ATC TCG GTG CTG
R P L Q E E G R Q P P H I D F G D v D I S v L

AGC AGT GAC GTC ATC TCT AAC TTT ACT CCC ATC GAC ATC CAG GAG TTT GAT CAA TAC CTT CCG CCC AAC
S S D A I S N F T P I D I Q E F D Q Y L P P N

AGC CAC CCT GGT GTG CCC ACA ACC CAT GGG CAG GCT GGA CCA GGT ACC TAT ACC AAC AGC TAC GGG GCT
R H P G v P T T H G Q A G P G T Y T N S Y G A

Sox9-5R2

CAG CAG CAC

GCG CAG CAG AGG ACA GAA CAA CTT
A Q Q R T H I K T E Q L

Sox9-up
v )

AGC CCC ACA CAC TAC AGC GAG CAG CAG {
s P T H Y 8 E Q Q O

: f AGC TAC AGC CCG TTC BAC CTG
Q S

Q

CAG CAC TAC AAC TCT ACC TAC CCT ACT ATT ACA CGT GCG CAG TAT GAC TAC ACC GAC CAC CAG AGC TCT
Q H Y N S T Y P T I T R A Q Y D Y T D H Q S S

Sox9-5R

AAC ACC TAC TAC ? B 4 AAC CTC TAC TCC ACT TTC TCC TAC ATG AAC CCC
N T Y Y S H A A G Q S S N L Y S T F S Y M N P

ACT CAG CGC CCC ATG TAT ACC CCT ATT GCT GAC ACA ACA GGG GTT CCC TCC ATT CCA CAG ACC CAC AGC
T Q R P M Y N P I A D T T G v P S I P Q T H s

Sox9-dw

LT SEHEUEE ACA CAG CTC ACC CGG CCT TAG ATGCCTTAAGCTGCTCCCAAGACTTAT
P Q9 H W E Q P V Y T Q L T R P .

GAGACATGGAAGGGGCCATCGTGGTTGAGAACCATGTTGGAAGGTCCAAGAACTTGTCCTCTGCACTACAGCTTGGGCTCAGAAGAGTGGT
CAGACGAACATTCGAAGGGGATTGTTGCCCCCTCTGGATCAGGTGGACTTGGTACATTCCAGGGGTCATCTCGGAAGTGAACTGTGATCTT
TGGTCACAACAGGACTGGAACGGAAGAARATAAAGAGTTAGGATAACTAGCTCATTTTCAAGCGTTTTGTTGGCCTTATAGAACTTTTTTG
TAATTATTTTTATATAACAACAACTAAGGAAATCAAAAGAGAAAATCCTCTGTGAGGAATATTTTCCAATTGAATCCCATGGGTGTAATTC
TGCAGGAGAAAAGGGACAGGCTTTACCTCTGAATCCGTCCCACTGGCAGCCTCAGAAACATGCCTGCTTCTGCTTAACCGGCCTTTGTGTG
CAGAATTAAATCCACACATTGTAGTATATACTGTGTATGTTTCATCACTTTTTTGTGACGAGTTCTACATTATTTTTGGGAAATGCTTTTA
TAATGCTCTTAATGCTCTCCTTCCAATACACTATTTCCTCCTGGTGCTGTATACCCTGCTTTCTTGCAATCGAAGATATTTTTGTACAACT
CTCTTTCCATTACCTGAAAAAGCTAACCTTTATTTTGTTTAGCTATTGTTCATTTTGCATGTGTGATGCTGAATGAGATATTGCCTTGAGA
AAGAACATTTGGATGTAACTTGTTGGTTTCTGGCCAACTCTGTCATAGTAAAGTCAGGAAGTAAAATAGCTTTAGAAATATTTTTTCTAAA
AAAAAATTCTCTAAACACCAGTAGCCTTATGGGGGAAAGGAGTGCTTTATATAATACATAAGTGACCTTTGAAACTTTGGTACTGAAGGGT
GTTCACTGGGCGTATCTAGGCTGGGGATGGCCAAACCTGCATAGGCCAAATCTACCATCTGGAGATTTGGCACAGACTCGTGAATCACCAG
CCCCACCACCCTGTGTGGGAACCATGTGCACAACAGATGCGGCAAGTGTCCTTATACTGTCAACACCCACCTCCCAGTGAGGAATCTCTGC
ACACCCTTAAGATATTCACCACATGTACATTATTTATTTTGTACTAAACCATATCTGTARAACGTTTTTTTTTCTGGAAAATTGCTAARAA
AACGCGTCTTTAGATATTGACATGTTGCCAGAGGGTACTCTTGTTTACTGTTAAATTATGACTTCACTTCTAAATTGTTTTTTATTTATCT
CTATTCTTCTTACATGTTTCATTTGTTTGTTTTGTTTGAGCCTGCTCCCTTCTTGTTTCTACAAACATGTTCCTCTTCTGTTGAAAAAAGT
TGTGTATTTTTGATGGGTGGATTTTGAACCTATGCAACACATCCCACTGTAGTGCTTCTGCTTCTCAACTCTTTCATCAATCCAGCATCTC
CACAGAACACCGTTTCCATCCCAGTTCCTCCTAAGCAATATGCTGTAATGCCCATGCAAAAGAAAACGAAATGAAAATGT TATTTTTTTTA
AATGCAGATGCTTTGCTAGACTTACATCCCTGTAGCTGAGCATTTCAATAACTGTTTTAAAAGAGATCAACATATATTTTTCTTTAAGARA
ATGCACACTTGTTTTAACAGTGGTAGGTGGTCGGTARAATTGAAATTCAAAGCACTCTTTTATTGTGTCATTTTTCATTTCTAAGT TAAAG
TGCCCTTTTCTTTTATTTTAACGTATTTCTTTAACTTAAAAATGTTTTACTTTGAAACCATATTTCTCCTCTGTAGGTGAGGTTTTTITTT
ACAAAAAAGTTCTTTTTGTGAARAGTACCCCCTTTTGTGTATTAATGTTTTGCAATAAATATAAATTGTATCAARAAAAARAARAARARA

Figure 28 : Séquence partielle du ¢cDNA de Sox9 de Pleurodeles waltl. Les amorces utilisés en

PCR sont figurées en gris et leur orientation 4 'aide d'une fléche.
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C) Résultats

a) Clonage de I’ADNCc de Sox9

L’isolement incomplet de 'ADNc Sox9 a été réalis€ en plusieurs étapes chez
Pleurodeles waltl (Fig.28). La plus grande partie de I'ADNc a été obtenue griace a une
banque d'ADNc d’embryons de pleurodé¢les qui nous a aimablement été fournie par le Dr
J.F. Riou du laboratoire de Biologie du Développement de I’université Paris VI. Cette
banque a été réalisée sur des embryons au stade bourgeon caudal dans le vecteur A ZAP 1I.
Deux clones d'une taille approximative de 2,6 kb pour 2A et 2,8 kb pour 3A ont été
récupérés par "excision" in vivo a l'aide d'un phage helper puis une carte de restriction a été
dressée. Le clone le plus long, 3A, a été sous-cloné en trois parties grice a la présence deux
sites Sacl et de deux sites PstI : PwSS106 de 400 pb, PwPP207 de 654 pb et PwPX305
d'environ 1,5 kb et ont été séquencés. Ce clone 3A nous a permis d’obtenir toute la partie
3’ de 'ADNCc Sox9. Cependant, la région 5’ était toujours incompléte, il manquait environ
900 nucléotides. Afin de compléter I’extrémité 5° de la séquence Sox9, deux amorces
spécifiques ont ¢té choisies et utilisées en RACE-PCR. Le premier produit de PCR de 564
pb a permis d'obtenir 327 nucléotides supplémentaires dans la partie 5° de I'ADNc. Le
deuxieme essai de RACE-PCR, nous a donné un clone de 900 pb permettant d'obtenir 159
nucléotides supplémentaires. D’autres essais ont ét¢ réalisés sans plus de résultat : les
différents clones étaient de taille attendue mais les séquences présentaient de nombreux
codons stop.

Si T'on compare la séquence obtenue avec celle décrite chez plusieurs espéces,
I'ADNc Sox9 partiel de pleurodéle semble comporter une région codante de 1131 pb
susceptible de coder une protéine de 377 acides aminés. La région 3’ non codante est trés
longue et comporte 1936 pb. La séquence en acides aminés déduite a été comparée a celle
d’autres espéces : ’homme, le poulet, 1’alligator, la grenouille Rana rugosa et la truite
(Fig.29). Elle présente un haut degré de conservation, le plus fort taux d'identité de
séquence étant observée avec 1’alligator (83%). L'identité est ensuite de 80%, 78%, 74% et
de 64% avec la grenouille, 'homme, le poulet et la truite respectivement. Les trois
domaines conservés ont été retrouvés chez notre modele : le domaine de liaison a I'ADN, le
domaine de liaison avec la protéine HSP70 et le domaine de transactivation PQS dans la
partie C-terminale de la protéine. Chez le pleurodele, ces domaines présentent un fort
pourcentage d'identité avec ceux des autres espéces de 91% a 93% pour la boite HMG, de

52% a 73% pour le domaine de liaison pour HSP70 et de 63% a 90% pour le domaine
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PQS. Le domaine PQA, absent chez les poissons, la grenouille, 1’alligator et les oiseaux est
¢galement absent chez le pleurodele.

Pleurodéle R st s s e R s e e e L e R S e s s e min s
Alligator MNLLDPFMKMTEEQEKCISGAPSPTMSDDSAGSPCPSGSGSDTENTRP ---QENTFPKGDPDLKKDSDEDKFPVCI 73
Grenouille MNLLDPFLKMTEEQEKCLSGAPSPSMSEDSAGSPCPSGSGSDTENTRP---QENTFTKGDQDLKKETEDEKFPVCI 73

Homme MNLLDPFMKMTDEQEKGLSGAPSPTMSEDSAGSPCPSGSGSDTENTRP - - -QENTFPKGEPDLKKESEEDKFPVCI 73
Poulet MNLLDPFMKMTEEQDKGLSGAPSPTMSDDSAGSPCPSGSGSDTENTRPP - -QENTFPKGDPDLKKESDEDKFPVCI 74
Truite MNLLDPFLKMTDEQEKCFSDAPSPSMSEDSVGSPCPSGSGSDTENTRPSDNHLLLGPDGVLGEFKKADQDKFPVCI 76
Pleurodéle Fo=-rs-r-omstaca oo at o [QORRVRGMNAFMVWAQAARRKLADQYPHLHNAELSKTLGKLWRLLNE 46

Alligator REAVSQVLKGYDWTLVPMPVRVNGSSKNK |PHVKRPMNAFMVWAQAARRKLADQYPHLHNAELSKTLGKLWRLLNE 148
Grenouille REAVSQVLKGYDWTLVPMPVRVNGSSKNK |PHVKRPMNAFMVWAQAARRKLADQYPHLHNAELSKTLGKLWRLLNE 148

Homme REAVSQVLKGYDWTLVPMPVRVNGSSKNK |PHVKRPMNAFMVWAQAARRKLADQYPHLHNAELSKTLGKLWRLLNE 148

Poulet REAVSQVLKGYDWTLVPMPVRVNGSSKNK |PHVKRPMNAFMVWAQAARRKLADQYPHLHNAELSKTLGKLWRLLNE 149

Truite RDAVSQVLKGYDWTLVPMPVRLNGSSKNK |PHVKRPMNAFMVWAQAARRKLADQYPHLHNAELSKTLGKLWRLLNE 151
Boite HMG

Pleurodéle GEKRPFVEEAERLRVQHKKDHPDYKYQPRRRKS| VKNGOAETEEGSEQTHISPNATIFKALQADSAHSSSGMSEVHS 121
Alligator SEKRPFVEEAERLRVOHKKDHPDYKYQPRRRKS| VKNGQSEQEEGSEQTHISPNAIFKALQADSPQSSSSMSEVHS 223
Grenouille TEKRPFVEEAERLRIQHKKDHPDYKYQPRRRKS| VKNGQSEQEDGSDQTHISPNAIFKALQADSPHSASSMSEVHS 223

Homme SEKRPFVEEAERLRVOHKKDHPDYKYQPRRRKS| VKNGOAEAEEATEQTHISPNAIFKALQADSPHSSSGMSEVHS 223
Poulet SEKRPFVEEAERLRVQHKKDHPDYKYQPRRRKT| VKNGOSEQEEGSEQTHISPNAIFKALOADSPQSSSSISEVHS 224
Truite GEKRPFVEEAERLRVOHKKDHPDYKYQPRRRKS| VKNGQSEPEDG - EQTHISSGDIFKALQOADSPASS -MGEVHS 224

Pleurodéle PGEHSGQSQGPP |TPPTTPKTDVQ-PGKPDLKREGRPLOEEGRQPPHIDFGDVDISVLSSDVISNFTPIDIQEFDQ 195
Alligator PGEHSGQSQGPP |TPPTTPKTDVQ-PGKODLKREGRPLOEGGRQPPHIDFRDVDIGELSSDVISNIETFDVNEFDQ 297
Grenouille PGEHSGQSQGPP |TPPTTPKTDVQ-PGKPDLKREGRPLOESGRQPPHIDFRDVDIGELSSEVISNIETFDVNEFDQ 297

Homme PGEHSGQSQGPP | TPPTTPKTDVQ - PGKADLKREGRPLPEGGRQP - PIDFRDVDIGELSSDVISNIETFDVNEFDQ 296
Poulet PGEHSGQSQGPP | TPPTTPKTDAQQPGKQODLKREG - PLAEGGRQPPHIDFRDVDIGELSSDVISNIETFDVNEFDQ 298
Truite PSEHSGQSQGPP |TPPTTPKTDLA - VGKADLKREGRPLQEGTGRQLNIDFRDVDIGELSSDVISNIEAFDVHEFDQ 298

Domaine de liaison avec HSP70

Pleurodéle YLPPNRHPGVPTTHGQAGPGTYTNSYGAGNTAAPQPGAPAHAW| LAK |QQ------=-----------—-----_ 243
Alligator YLPPNGHPGVPATHGQPGQVTYTGSYGIS-STAATPTGAGHVIW|MSK |OPQPPQOPQPPQ----~———-—-— -~ 353
Grenouille YLPPNGHPGVASTQVT----- YTGSYGIS-SAAGGPAGAGHAW| MPK [OPQQQP-~--=---como oo 342
Homme YLPPNGHPGVPATHG- - -QVTYTGSYGIS - STAATPASAGHVW| MSK |QOAPPPPPQQPPQAPPAPQAPPQPQAAP 365
Poulet YLPPNGHPGVPATHG - - QVTTYSGTYGIS - SSASSPAGAGHAW| MAK |OQPQPPQP-~ -~ -==--n-oo oo 348
Truite YLPPHGHPGMPGING-AQTSYTGSYRGISSNSIGQVGAGGHGW| MSK |0QQQPTSILSGGG- == === ——~-=---- 355

Domaine PQA

Pleurodéle SEEUSETE=E 00| HTLTTLGRREQROAQORTHIKTEQLSPTHYS -~ -~ - - EQQQHSPQOLSYSPFNLQ |[HYNST- 297
Alligator ---PPPQAQPQAA| HTMTPLSGGEQGQSQORPHIKTEQLSPSHYS- -~~~ EQQQHSPQQINYSSFNLQ |HYSSS- 416
Grenouille =---Z-- 00PQ0Q0| HGLPTLSNNEQSQAQQRTHIKTEQLSPSHYSD- - - - - QQQQHSPQOLNYTSFNLQ |HYGST- 403
Homme PQQPAAPPQQOPQA| HTLTTLSSSEPGQSQ-RTHIKTEQLSPSHYS -~~~ - - EQQQHSPQOIAYSPFNLP |HYSPS- 430
Poulet Eiumse PAQPPAQ| HTLPSTERREQGPAQQORPHIKTEQLSPSHNSEQQQHPEQQQQQQQQLGYGSENLQ [HYGFS- 414
Truite  Cho e ead-- - - -GTGGEEQGQSQGRTTQIKTEQLSPSHYS - -~ - - - EQQGSPPQHVTYGSFNLQ |HYSASS 406

Pleurodéle YPTITRAQYDYTDHQS-SNTYYSHAAGGQSSNLYSTFSYMNPTORPMYNPIADTTGVP-SIPQTHSP-QHWEQPVY 370
Alligator YPTITRSQYDYTDHQS-SNSYYSHAAGGQOSTSLYSTETYMNPTORPMYTPIADTSGVP-SIPQTHSP-QHWEQPVY 489
Grenouille YPTITRSQYDYTEHQG-SNSYYSHAAGGQSSSLYSTFSYMNPSQRPMYTPIADTTGVP-SIPQTHSP-QHWEQPVY 476

Homme YPPITRSQYDYTDHON-SSSYYSHAAGGQGTGLYSTEFTYMNPAQRPMYTPIADTSGVP-SIPQTHSP-QHWEQPVY 503
Poulet YPPITRSEYDYTEHON-SGSYYSHAAGGQSGSLYSTFTYMNPTQRPMYTPIADTSGVP-TIPQTHSPQOHWEQPVY 488
Truite YPSITRTQYDYSDHQOGGANSYYSHAGAAQGSGLYSFSSYMSPSQRPMYTPIADPTGVPSVPTOQTHSPOHWEQOPVY 482

Domaine de transactivation PQS

Pleurodéle TQLTRa 376 100% identité
Alligator TQLTRP 495 83% identité
Grenouille TQLTRP 482 80% identité
Homme TQLTRH 509 78% identité
Poulet TQLTRH 494 74% identité
Truite TQLSRP 488 64% identité

Figure 29 : Alignement de la séquence peptidique de SOX9 de Pleurodeles waltl avec celles de
I’alligator, la grenouille Rana rugosa, ’homme, le poulet et la truite. Les acides aminés conservés avec ceux
du pleurodele sont figurés en grisé. Les deux régions conservées chez toutes les espéces : la boite HMG,
domaine de liaison a I'ADN, le domaine de liaison avec la protéine HSP70 et le domaine de transactivation
PQS ainsi que le domaine PQA uniquement observé chez les mammiferes sont encadrés. Les signaux de
localisation nucléaire nNLS et cNLS a chaque extrémité de la boite HMG et le signal d'export nucléaire NES

au centre de la boite HMG apparaissent en rouge.
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b) Sox9 est exprimé dans de nombreux tissus adultes

L’expression du géne Sox9 a été étudiée dans différents tissus adultes : le foie (F),
le ceeur (Co), le rein (Re), ’ovaire (O), le testicule (T), I’intestin (I), le poumon (P), le
cerveau (Ce) et la rate (Ra). Par RT-PCR qualitative, nous avons observé un signal dans le
foie, le coeur, le rein, ’ovaire, le testicule, le poumon et le cerveau (Fig.30A). Une analyse
semi-quantitative (26 cycles) a été réalisée sur les gonades et les cerveaux adultes
d’individus males et femelles. Le niveau de transcrits n’est pas significativement différent

entre les animaux males et femelles, ni pour les gonades (P=0,76), ni pour les cerveaux

(P=0,62) (Fig.30B).
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Figure 30 : Expression de Sox9 dans différents tissus adultes. {A) Les ARNs totaux ont été
extraits & partir de différents tissus adultes : cerveau (Ce), cceur (Co), foie (F), intestin (I), rein (Re), poumon
(P), testicule (T), ovaire (O), Rate (Ra) et amplifiés par RT-PCR qualitative (35 cycles). Pour chaque tissu,
deux analyses avec (+) ou sans (-) réverse transcriptase ont été réalisées. La Gapdh sert de témoin positif. (B)
Les ARNs totaux de cerveaux et de gonades de plusieurs individus méles et femelles adultes ont été extraits,
rétrotranscrits puis amplifiés par PCR semi-quantitative (26 cycles). Aprés hybridation, ’intensité du signal
de Sox9 a été normalisée par rapport a celle de la Gapdh. L’écart-type moyen est présenté par une barre. Le

nombre de répétitions est indiqué par N.
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c) Les transcrits Sox9 sont présents dans le cerveau au cours de la TSP

Des tétes de larves ZZ*, ZW? et ZW?* ont été prélevées et extraites 4 différents
stades de la période thermosensible : 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54. La rétrotranscription a €té
réalisée a partir de 3pg d'’ARNs totaux et les ADNc ont ensuite été amplifiés par PCR
qualitative (35 cycles). Aprés hybridation, nous avons détecté un signal dés le stade 42
chez les trois types de larves (Fig.31). Par la suite, I’expression est maintenue chez ces

larves ZZ*°, ZW* et ZW*? pendant toute la période thermosensible.

42 44 46 48 50 52 54
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Figure 31 : Expression de Sox9 au cours de la période thermosensible dans le cerveau de larves
277, W™ et ZW™. Les cerveaux de larves ZZ°, ZW? et ZW™ ont été prélevés a différents stades du
développement : 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54. Chaque échantilion est constitué d’un "pool" de 4 cerveaux dont
les ARNs totaux ont été extraits, rétrotranscrits puis amplifiés par PCR qualitative (35 cycles). Apres
migration sur gel et transfert, la membrane a été hybridée avec une sonde spécifique de Sox9 et révélée en

chimioluminescence. La Gapdh sert de témoin,

d) Le messager Sox9 est détecté treés t6t au cours de la TSP dans les complexes

gonades-mésonéphros

L’expression de Sox9 a aussi été étudiée dans les complexes gonades-mésonéphros
de larves ZZ*°, ZW* et ZW?? a différents stades de la période thermosensible : 42, 44, 46,
48, 50, 52, 54. Pour chaque stade et chaque type de larves, les ARNs de «pools» de 5
complexes gonades-mésonéphros ont été extraits et analysés par RT-PCR qualitative (35

cycles). Les transcrits Sox9 sont aussi présents deés le stade 42 chez les larves z27%°, ZW*

114



Etude de différents génes susceptibles d'étre impliqués dans la différenciation sexuelle
Sox9

et ZW?2. Cette expression est ensuite maintenue quels que soient le stade et le type de larve

pendant toute la période thermosensible (Fig.32).
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Figure 32 : Expression de Sox9 au cours de la période thermosensible dans les complexes
gonades-mésonéphros de larves ZZ2°, ZW*" et ZW>?, Les complexes gonades-mésonéphros de larves ZZ>°,
ZW? et ZW* ont été prélevés a différents stades de la période thermosensible : 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54.
Chaque échantillon est constitu¢ d’un "pool” de 5 complexes gonades-mésonéphros dont les ARNSs totaux ont
amplifiés par RT-PCR qualitative (35 cycles). Aprés migration sur gel et transfert, la membrane a été

hybridée avec une sonde spécifique de Sox9 et révélée en chimioluminescence. La Gapdh sert de témoin.

e) Le niveau des transcrits Sox9 augmente dans le complexe gonades-

mésonéphros des larves ZZ apres la métamorphose

Une RT-PCR semi-quantitative (28 cycles) a été réalisée sur des complexes
gonades-mésonéphros de larves ZZ>°, ZW?® et ZW* aux stades 54 et 55 (Fig.33A).
Comme précédemment, chaque échantillon est constitué de 5 complexes gonades-
meésonéphros. Les résultats ont révélé que le niveau des transcrits Sox9 est 1égeérement plus
important chez les larves ZZ*° et ZW>* par rapport aux larves ZW?. Cependant, cette
différence n’est significative ni au stade 54, ni au stade 55 entre les larves ZW? et ZZ*
(P=0,3 et P=0,18) ou ZW* (P=0,54 et P=0,39). Par conséquent, nous avons réalisé¢ la
méme étude sur des larves ZZ> et ZW? 4 un stade plus tardif, le stade 56, situé aprés la
métamorphose (Fig.33B). Pour cette analyse, chaque échantillon est constitué du complexe
gonades-mésonéphros d'un seul animal. Aprés la RT-PCR semi-quantitative (28 cycles),

nous avons observé une différence plus importante avec un ratio Sox9 / Gapdh 1,3 fois
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supérieur chez les larves ZZ*° par rapport aux larves ZW?°. Néanmoins, cette différence

n’est toujours pas significative (P=0,055).

(A)

1,2 _‘ Céndn &&
Stade 54 Stade 55
=
: : (
G 0,8 - I [
) |
2 |
= i
E 0,4
N=6 N=7 N=7 N=10 | N=10 | N=10
0 775 7W® 7w 77 7WP® w2
B)
0.8 - Stade 56
=
= i
& i
3 0.6 I
N
5 0,4 -
&R
=
Bt 0.2
5 N=3 N=3
° 77> YA i

Figure 33 : Quantification de I’expression de Sox9 dans les complexes gonades-mésonéphros
chez des larves ZZ*, ZW* et ZW*?, aux stades 54, 55 et 56. (A) Les complexes gonades-mésonéphros de
larves ZZ2°, ZW™ et ZW* ont été prélevés aux stades 54 et 55. Chaque échantillon est constitué d’un "pool"
de 5 complexes gonades-mésonéphros dont les ARNs totaux ont analysés par RT-PCR semi-quantitative (28
cycles). (B) les complexes gonades-mésonéphros de larves ZZ° et ZW™ ont été prélevés aprés la
métamorphose, au stade 56. Chaque échantillon ne comporte ici qu'un seul complexe. Les ARNs totaux (1
pg) ont été amplifiés par RT-PCR semi-quantitative (28 cycles). Pour les deux analyses, aprés I'hybridation,
I'intensité du signal Sox9 a été normalisée par rapport a celle de la Gapdh. La moyenne des rapports est
présentée sur ’histogramme. L’écart-type moyen est présenté par une barre. Le nombre de répétitions est
indiqué par N.
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P Le niveau de transcrits Sox9 n’est pas significativement différent dans les

gonades de larves ZZ°° et ZW* au stade 55

Les transcrits Sox9 sont présents a la fois dans le mésonéphros et les gonades
(résultats non présentés), c'est la raison pour laquelle nous avons analysé des gonades
séparées du mésonéphros au stade 55. Chaque échantillon est constitué de 5 gonades
isolées qui ont été prélevées sur des larves ZZ*° et ZW™ (Fig.34). Les résultats de nos
analyses par RT-PCR semi-quantitative (26 cycles) montrent que le niveau de transcrits
n’est toujours pas significativement différent entre les gonades de larves 27 et celles de
larves ZW?® (P=0,056). Toutefois, le ratio du niveau de transcrits Sox9 / Gapdh est 1.51

fois supérieur chez les larves males par rapport aux larves femelles.
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Figure 34 : Quantification de Pexpression de Sox9 dans des gonades isolées chez des larves
27 et ZW™ au stade 55. Les gonades séparées du mésonéphros ont été prélevées sur des larves ZZ>° et
ZW? au stade 55. Chaque échantillon est constitué d’un "pool" de 5 gonades dont les ARNs totaux ont été
amplifiés par RT-PCR semi-quantitative (26 cycles). Aprés hybridation, ’intensité du signal Sox9 a été
normalisée par rapport a celle de la Gapdh. L’écart-type moyen est présenté par une barre. Le nombre de

répétitions est indiqué par N.

D) Discussion

La plus grande partie de I'ADNc de Sox9 chez Pleurodeles waltl a été isolée par
criblage d’une banque d'ADNc et par PCR. Malgré les nombreux essais de RACE-PCR,
nous n’avons pas réussi a obtenir la partic manquante dans la région 5°. Bien que les
différents clones obtenus par cette technique soient de taille attendue, 1’analyse de la

séquence est toujours correcte jusqu’au milieu de la boite HMG puis devient incohérente,
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avec de nombreux codons stop. Il est peu probable que ce soit une forme tronquée comme
Sox9b chez la grenouille Rana rugosa (Takase M. et al., 2000) puisque les séquences
obtenues a partir des différents clones ne s’arrétent jamais a la méme place.

L'ADNc Sox9 comporte une région codante de 1131 pb avec une partic 3’ non
codante trés longue de 1936 pb présentant une extrémité poly(A). Cette derniere région est
également importante chez la tortue Trachemys scripta avec 1945 nucléotides (Spotila
L.D. et al., 1998) et chez ’homme avec 1939 pb (Foster J.W. et al., 1994). L'ADNc partiel
du pleurodele code une protéine probable de 377 acides aminés. La comparaison de la
séquence en acides aminés de différentes protéines Sox9 avec la séquence incompléte du
pleurodéle montre une similarité importante. Trois régions conservées sont présentes dans
la séquence partielle du pleurodéle. La boite HMG, correspondant au domaine de liaison a
I'ADN, présente une identité importante avec celle des autres espéces (de 91% a 93%) et
comporte aussi 79 acides aminés. Le domaine de liaison a la protéine HSP70 présente un
pourcentage d’identité de 52% a 73% et contient 106 acides aminés. Le domaine de
transactivation dans la partie C-terminale de la protéine, le domaine PQS, riche en résidus
proline, glutamine et serine est aussi trés similaire (de 63% a 90%). Chez notre modéle, il
est composé de 83 acides aminés comme chez I’homme, 1’alligator et la grenouille mais il
est plus court par rapport au poulet (84 acides aminés) et a la truite (87 acides aminés)
(Sudbeck P. et al., 1996; Kent J. et al., 1996; Western P.S. et al., 1999a; Takase M. et al.,
2000; Takamatsu N. ef al., 1997). Chez les mammiféres, il existe un deuxiéme domaine de
transactivation, le domaine PQA, riche en résidus proline, glutamine et alanine qui varie en
longueur et en séquence entre les espéces (Sudbeck P. ef al., 1996; Ng L.J. et al., 1997,
Wagner T. ef al., 1994). Ce dernier est absent chez le pleurodele comme chez le poulet,
I’alligator, la grenouille et la truite. Chez le fugu, le motif PQA a été remplacé par une
dizaine de glutamines (Bagheri-Fam S. ef al., 2001). Les signaux de localisation nucléaire
nNLS et cNLS situés de part et d’autre de la boite HMG et bien décrits chez les
mammiféres, semblent étre bien conservés chez le pleurodéle sauf au début du nNLS
(Sudbeck P. et Scherer G., 1997). Le signal d’export nucléaire NES (acides aminés 134-
147), récemment étudié chez les mammiferes est entierement conservé entre les différentes
especes et le pleurodéle. Ce domaine est une courte région hydrophobe, riche en leucines et
située au milieu de la boite HMG (Gasca S. et al., 2002).

Chez le pleurodele, les transcrits Sox9 sont présents dans de nombreux tissus
adultes : le foie, le cceur, le rein, I’ovaire, le testicule, le poumon et le cerveau. Cette large

distribution a aussi été observée chez la truite avec des ARN messagers présents dans le
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foie, le cceur comme chez le pleurodéle mais aussi dans 1’estomac, la rate et la peau
(Takamatsu N. et al., 1997). C'est aussi le cas chez le poisson z¢bre, ou les transcrits de la
forme Sox9a sont trouvés dans le rein, les muscles et les branchies (Chiang E.F. ef al.,
2001a). Chez le wallaby, un faible niveau de transcrits Sox9 a ét¢ trouvé dans les poumons
maéles et femelles adultes (Pask A.J. et al., 2002). Contrairement au wallaby, le niveau des
transcrits Sox9, chez le pleurodéle, est plus important dans le poumon par rapport aux
gonades et au cerveau (résultats non présentés). Pour le moment, nous n'avons aucune
explication concernant son rdle physiologique dans cet organe. Dans les gonades ainsi que
dans le cerveau, le niveau de transcrits Sox9 n’est pas significativement différent quel que
soit le sexe des individus. La présence de transcrits Sox9 dans le cerveau et le testicule a
été décrite chez de nombreuses espéces : I’homme (Wagner T. et al., 1994), la grenouille
Rana rugosa (Takase M. et al., 2000) la truite (Takamatsu N. et al., 1997), le poisson zebre
(Chiang E.F. et al., 2001a). Ceci est différent de la souris ou Sox9 n'est exprimé que dans
le testicule (Kent J. ef al., 1996) mais aussi du medaka ot Sox9 est principalement détecté
dans le cerveau et I’ovaire avec seulement un faible niveau de transcrits Sox9 détecté par
RT-PCR dans le testicule (Yokoi H. ef al., 2002). De méme chez le poisson zébre, la forme
dupliquée Sox9b présente une expression spécifique dans 1’ovaire au niveau des ovocytes
alors que les transcrits Sox9a ne sont pas détectés dans cet organe (Chiang E.F. et al.,
2001a). Une expression ovarienne a aussi €té observée chez le pleurodele et la truite
(Takamatsu N. et al., 1997), mais pas chez le poulet, la souris (Kent J. et al., 1996) et la
grenouille (Takase M. et al., 2000).

Au cours du développement, chez le pleurodele, les transcrits Sox9 sont détectés
tres tot, des le stade 42, dans le cerveau et les complexes gonades-mésonéphros des larves
277, ZW* et ZW>. Ils sont ensuite présents & tous les stades ultérieurs analysés. Une
expression de Sox9 a déja été décrite dans les cerveaux d’embryons males et femelles chez
la tortue Trachemys scripta (Spotila L.D. et al., 1998) et chez le wallaby (Pask A.J. ef al.,
2002). Chez le poisson zeébre, le geéne Sox9% semble intervenir au niveau du
développement des crétes neurales (Li M. et al., 2002). Au cours de la différenciation
gonadique, Sox9 est détecté tres tot dans les crétes génitales de I’homme (Hanley N.A. ef
al., 2000; De Santa Barbara P. et al., 2000), de la souris (Kent J. ef al., 1996), du wallaby
(Pask A.J. et al., 2002), du poulet (Morais da Silva S. et al., 1996), des tortues Trachemys
scripta (Spotila L.D. et al., 1998) et Lepidochelys olivacea (Moreno-Mendoza N. et al.,
1999), de I’alligator (Western P.S. et al., 1999a) et du 1ézard Eublepharis macularius
(Valleley E.M. et al., 2001). Chez toutes ces espéces, il a été démontré que Sox9 était par
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la suite surexprimé chez les embryons males suggérant un role dans la différenciation
testiculaire.

L’étude par RT-PCR semi-quantitative au cours de la différenciation gonadique
chez le pleurodéle n'a révélé aucune différence significative entre les différentes larves
277, ZW*? et ZW* aux stades 54, 55 et 56. Néanmoins, aprés la métamorphose (stade
56), le niveau des transcrits Sox9 est plus important chez les larves ZZ?°. Le résultat se
rapproche de ce qui a été observé chez la grenouille Rana rugosa, ou Sox9 est exprimé
dans les gonades males et femelles au cours du développement mais 1’augmentation
significative des transcrits Sox9 dans le testicule n’est observée que deux mois apres la
métamorphose (Takase M. ef al., 2000). Cependant, chez le pleurodele, les analyses ont été
réalisées sur des complexes gonades-mésonéphros alors que le mésonéphros exprime
fortement Sox9 au cours de cette période (résultats non présentés), nous empéchant peut-
étre de détecter une différence significative plus t6t. Donc, 'étude a été recommencée au
stade 55, stade auquel les gonades peuvent étre séparées du mésonéphros. Nous avons
observé que le ratio Sox9 / Gapdh est 1,51 fois plus important dans les gonades de larves
27* par rapport aux gonades de larves ZW?° mais la différence d'expression n'est pas
significative malgré cette "tendance" en faveur des males. Comme il est actuellement
impossible de séparer la gonade du mésonéphros au stade 54, il est difficile de savoir si
une expression sexuelle dimorphique a lieu plus tét. Dans tous les cas, ce résultat se
rapproche de ce qui a été observé chez le wallaby (Pask A.J. et al., 2002), les tortues
Trachemys scripta (Spotila L.D. et al., 1998) et Lepidochelys olivacea (Moreno-Mendoza
N. et al., 1999), Ialligator (Western P.S. et al., 1999a). Contrairement a ces derni¢res
especes, I’expression de Sox9 disparait de 1’ovaire lorsque le niveau de transcrits augmente
dans le testicule chez la souris, le poulet et le 1ézard Eublepharis macularius, (Kent J. et
al., 1996; Morais da Silva S. et al., 1996; Valleley E.M. et al., 2001).

Comme chez 1’alligator et le 1ézard, l'expression de Sox9 a tendance a augmenter
tardivement dans les gonades males chez le pleurodéle (Western P.S. ef al, 1999a;
Valleley E.M. ef al., 2001). Au stade 55, les gonades sont déja bien différenciées suggérant
que Sox9 est un facteur de la différenciation testiculaire et non un déterminant sexuel
comme chez la tortue Lepidochelys olivacea (Moreno-Mendoza N. ef al., 1999). Ainsi,
Sox9 pourrait étre impliqué dans l’organisation structurale du testicule comme chez
I’alligator (Western P.S. et al, 1999a) ou dans la spermatogénése comme chez le rat
(Frojdman K. et al, 2000). Cependant, le niveau de transcrits Sox9 détecté¢ dans les

gonades femelles est encore important au stade 55. Comme chez ’homme et la souris, la

120



Etude de différents génes susceptibles d'étre impliqués dans la différenciation sexuelle
Sox9

distribution cellulaire de Sox9 pourrait jouer un réle important durant le processus de la
détermination et différenciation méle chez le pleurodele. En effet, chez 1’homme et la
souris, la protéine SOX9 est localisée dans le cytoplasme des cellules somatiques dans les
crétes génitales males et femelles. Au moment de la différenciation testiculaire, SOX9 est
relocalisé dans le noyau et induit I’expression de 'AMH alors qu’il reste cytoplasmique
chez les femelles (De Santa Barbara P. ef al., 2000; Morais da Silva S. et al., 1996). Les
mutations au niveau des signaux d’import nucléaire (nNLS et ¢cNLS) affectent 1’activation
des génes impliqués dans la formation du cartilage et du testicule (Preiss S. et al., 2001,
Argentaro A. et al., 2003). De plus, le blocage de I'export de SOX9 par substitution d’une
leucine en alanine au niveau du signal d’export nucléaire (NES) entraine I’inversion
sexuelle de gonades XX en culture (Gasca S. ef al., 2002). Ainsi, chez les mammiferes, un
€quilibre dans les systémes d’import et d’export nucléaires joue un réle important dans le
contréle de la différenciation sexuelle. Ainsi, chez notre modg¢le, il est possible que la
protéine SOX9 soit cytoplasmique dans les gonades femelles et nucléaire dans les gonades
males.

Ce travail a abouti a I’isolement d’un ADNc incomplet de Sox9 chez le pleurodéle.
La comparaison de la séquence en acides aminés déduite du pleurodéle présente un haut
degré d’identité avec celle des autres especes et principalement au niveau des régions
conservées. Les transcrits Sox9 sont présents dans de nombreux tissus adultes notamment
le testicule, le cerveau et I’ovaire. Au cours du développement, Sox9 est détecté trés tot
dans les complexes gonades-mésonéphros et les cerveaux de larves ZZ2°, ZW?® et ZW>?,
L’analyse semi-quantitative n’a pu mettre en évidence aucune différence significative entre
les larves ZZ* et ZW?’, méme dans les gonades isolées au stade 55. Avant ce stade, les
gonades sont difficilement dissociables du mésonéphros et les études réalisées sur les
complexes gonades-mésonéphros n’ont peut-&tre pas donné de résultats différentiels en
raison de la présence de transcrits Sox9 dans le mésonéphros.

Enfin, la température ne semble pas modifier I’expression de Sox9. Effectivement,
bien que les larves ZW?>* présentent un niveau d’expression similaire a celui des larves
Z7%, supérieur & celui des larves ZW?, cela semble étre la conséquence de la
différenciation gonadique plutdt qu’un effet direct de la température puisque ces
changements sont détectés tardivement. Les résultats sont différents chez la tortue
Lepidochelys olivacea, ou I’expression de Sox9 varie en fonction de la température
d’incubation dans des cultures de gonades (Moreno-Mendoza N. et al., 2001).

Toutefois, le domaine de liaison pour la protéine HSP70 qui est conservé chez le
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pleurodéle pourrait étre impliqué au cours de l'inversion sexuelle des larves ZW*?. En effet,
la protéine HSP70 est induite par la température puis reste a un niveau constant élevé au
cours de la TSP chez les larves ZW (résultats non publiés). Ainsi, une interaction entre la
protéine SOX9 et HSP70 pourrait participer a l'inhibition la différenciation femelle et/ou

activer la différenciation male lors du chauffage a 32°C des larves ZW.
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3) Recherche d’un géne impliqué dans la différenciation testiculaire chez

Pleurodeles waltl

(non soumis)

A) Introduction

DMRT1 est un facteur de transcription hautement conservé que I'on trouve chez
toutes les classes de vertébrés. Il présente une similarité de séquence avec les protéines
régulatrices de la différenciation du sexe DSX-M de la drosophile et MAB-3 du nématode
Caenorhabditis elegans (Raymond C.S. et al., 1998). Chez les vertébrés, DMRT1 joue
aussi un rdle dans la différenciation sexuelle. En effet, DMRT1 est impliqué dans la
différenciation testiculaire chez la souris (Raymond C.S. et al., 1999b; De Grandi A. et al.,
2000), le poulet (Smith C.A. et al., 1999b), la tortue Trachemys scripta (Kettlewell J.R. et
al., 2000), le 1ézard Calotes versicolor (Sreenivasulu K. ef al., 2002), la grenouille Rana
rugosa (Shibata K. et al., 2002) et les poissons Oncorhynchus mykiss et Oreochromis
niloticus (Marchand O. et al., 2000; Guan G. et al., 2000). Chez certaines de ces espéces, il
intervient dans la détermination sexuelle comme chez le medaka, o un homologue de
DMRTI1, DMY, a été recruté comme déterminant testiculaire (Matsuda M. et al., 2002).
Chez le poulet, la localisation de Dmrtl sur le chromosome Z ainsi que le niveau de
transcrits Dmrtl plus important dans les gonades ZZ par rapport aux gonades ZW lui
suggerent un réle dans la détermination male (Nanda 1. ef al., 1999). De méme, chez la
tortue Trachemys scripta, ’augmentation du niveau de transcrits Dmrtl 4 température
masculinisante est détectée trés tot au cours du développement (Murdock C. et Wibbels T.,
2003a). Chez cette dernieére et une autre tortue Lepidochelys olivacea ainsi que chez
I’alligator, 1’expression de Sox9 dans les embryons males est précédée par celle de Dmrtl
suggérant que ce dernier joue un rdle clé dans la détermination sexuelle mile chez les
reptiles TSD (Smith C.A. ef al., 1999b; Torres Maldonado L.C. et al., 2002; Kettlewell
J.R. et al., 2000; Murdock C. et Wibbels T., 2003a). Chez I’homme, les transcrits Dmrtl
sont détectés en méme temps que les transcrits SRY dans les crétes génitales males alors
qu'ils sont absents chez les femelles (Moniot B. et al., 2000). Cependant, Dmrtl semble
plutét jouer un role essentiel dans la différenciation testiculaire chez les mammiferes au
regard du phénotype des patients présentant une délétion d’une partie du chromosome 9
contenant Dmrtl et de celui des souris knock-out Dmrtl™ (Raymond C.S. et al., 2000;
Raymond C.S. ef al., 1999a). Afin d’établir une éventuelle intervention de Dmrtl au cours
de la cascade génique de la détermination et différenciation sexuelle chez Pleurodeles
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waltl, nous avons isolé ce geéne et analysé son profil d’expression au cours du

développement.

B) Matériel et Méthodes

a) Animaux

Les pleurodeles adultes sont €levés dans I’eau courante a 20+£2°C dans notre
laboratoire. Un lot de larves témoins élevées dans ces conditions présente une
différenciation gonadique conforme au génotype sexuel (ZZ*° et ZW?®). Des larves ZW ont
6té élevées a 32°C pendant toute la période thermosensible du stade 42 au stade 54 (ZW™2),
conditions ol une inversion compléte est obtenue. Les animaux WW sont obtenus en
croisant une femelle standard ZW et un méile ZW résultant d’une inversion de larves ZW
par la température : le quart de la descendance présente le génotype WW caractérisant les
femelles thélygénes.

Avant la dissection, les animaux sont anesthésiés dans une solution de benzocaine
(0,03%). Chez les animaux adultes, différents organes ont été prélevés : cerveau, cceur,
foie, rein, rate, testicule, ovaire, intestin et les poumons. Chez les larves, a cause de la
petite taille des gonades, les études ont été réalisées sur le complexe gonades-mésonéphros.

En effet, les gonades sont difficilement dissociables du mésonéphros avant le stade 55.

b) Clonage du géne Dmrtl

Les ARNs totaux d’un testicule adulte (1 pg) ont été rétrotranscrits en utilisant des
oligonucléotides (dT)s) et la transcriptase inverse Superscript Il MMLV (Invitrogen), puis
amplifiés par PCR  dégénérée a 1’aide des amorces Dmrtl-up 5°-
GAYTGYCARTGYAARAAR-3’ et Dmrtl-dw 5-TTCATYTGCCAYTGYTTNCC-3’
(Fig.35). L’amplification a été réalisée avec 0,1 unité de Taq polymérase dans un tampon
contenant 25 mM de chaque dNTP et 3,5 mM MgCl, (Invitrogen). Le programme PCR
commence par 1 cycle de 3 minutes & 94°C, il est suivi par les 20 cycles comportant : 1
minute de dénaturation a 94°C, 1 minute d’hybridation a 60°C et 1 minute d’élongation a
72°C. Au cours de ces 20 cycles, la température d’hybridation est progressivement
diminuée de 60°C & 40°C. Enfin, I’amplification est poursuivie pendant encore 30 cycles a
une température d’hybridation de 40°C. Le produit de PCR obtenu, long de 540 pb a été

cloné dans le plasmide pGEM-T easy et séquencé (Genome Express).
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La technique de RACE-PCR (SMART RACE ¢cDNA Amplification Kit, Clontech)
a été utilisée afin d’amplifier les parties 5° et 3> manquantes du géne Dmrt1. Pour ce faire,
lpg d’ARNSs totaux de testicule adulte a été rétrotranscrit puis amplifié a I’aide de deux
amorces spécifiques DMRTI1-5R 5’-CGTGTTCTCCAGGTGCCCTCTGCTGCT-3" et
DMRTI1-3R 5’-CCACTACAGCATCAGAGGGTCGTGTGC-3’ en présence d'une unité
de Taq polymérase (Advantage 2 Polymerase Mix, Clontech). Le programme PCR utilisé

pour chaque amplification en 5” et 3’ est le suivant :

94°C 3 minutes
94°C 30 secondes
5 cycles
72°C 3 minutes
94°C 30 secondes
70°C 30 secondes S cycles
72°C 3 minutes
94°C 30 secondes

68°C 30 secondes ~30 cycles
72°C 3 minutes

Deux fragments de 700 pb et de 1,2 kb ont été 1solés a partir des deux RACE-PCR
en 5” et 3’ respectivement. Ces derniers ont été clonés dans le plasmide pGEM-T easy et

séquencés (Genome Express).

¢) Analyse par RT-PCR

Le protocole détaillé a déja été décrit précédemment (voir partie résultats 1.1). Lors
de cette étude, des «pools» de 5 complexes gonades-mésonéphros ont été constitués pour
les larves. En ce qui concerne les tissus adultes, un fragment de chaque organe a été
prélevé. Les ARNs des différents échantillons ont ensuite été extraits grace a la technique
au TRIzol (Invitrogen).

La rétrotranscription (RT) a été réalisée a partir de quantités différentes d’ARNs totaux :
3ug pour les tissus adultes et 1ug pour le complexe gonades-mésonéphros. Lors de cette
réaction, des amorces aléatoires et 100 unités de transcriptase inverse MMLYV (Invitrogen)
ont ét¢ utilisés dans un volume total de 25 pl. Ensuite un aliquot de 2ul d'ADNc a été

amplifié avec 0,1 unité de Taq Polymérase (Invitrogen) dans un tampon contenant 25 mM
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de chaque dNTP, 2 mM MgCl, et 0,4 pM de chaque amorce dans un volume total de 25 pl.

Différents couples d’amorces spécifiques ont été utilisés pour Dmrtl (Fig.35) :

Dmrtl-1: D1 5’-AGCCTGATCGCCGAGCGCCAG-3’
Dmrtl-2 : D2 5-CACTGCCACCTGGTACTGCGG-3’
Dmrtl-5: D5 5-CCTTCCATCAGCAGCAGAGGG-3’
Dmrtl-6 : D6 5 -CTGATTTCCCGACTGCCCGGA-3’
Dmrtl-7: D7 5-GTCATGCTCTGGAGTGCTCCC-3’
Dmrt1-9: D9 5 -GTACGAGGCTGCCGCAGGGTA-3’

Couples d'amorces utilisées T°C hybridation | Taille du fragment
D1-D2 62°C 393 pb
D1-D7 58°C 570 pb
D5-D6 58°C 252 pb
D1-D9 58°C 614 pb
D1-Dé6 58°C 533 pb

Afin de vérifier la qualité des ADNc produits, la Gapdh a été utilisée comme témoin de
PCR  (amorces 5’- ACTACAAAGGACTAGGTCAGG-3" et 5’- CCGGTATTGCA
CTCAACGACC-3’ conduisant a un fragment de 290 pb) et amplifiée pendant 24 cycles (1
minute de dénaturation a4 94°C, 1 minute d’hybridation a 52°C et 1 minute d’élongation a
72°C). Pour le géne Dmrtl, les conditions de PCR utilisées sont : 30 secondes de
dénaturation a 94°C, 30 secondes d’hybridation et 2 minutes d’élongation a 72°C. La PCR
est poursuivie pendant 35 cycles pour les analyses qualitatives et 28 cycles pour les
analyses semi-quantitatives.

Les produits obtenus (10ul) ont été déposés sur un gel d’agarose a 1% et observés sur
gel ou transférés sur une membrane de Nylon (Hybond-N, Amersham) avant d’étre
hybridés avec des sondes marquées et détectés par chimioluminescence selon les
conditions décrites précédemment (voir partie résultats [.1). L’intensité du signal a été
mesurée par I’utilisation du GelDoc 2000 puis quantifiée grace au logiciel "Quantity One"
(Bio-rad). Les quantités relatives de transcrits Dmrtl sont normalisées par rapport au

témoin Gapdh.
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d) Extraction et PCR sur ADN génomique

Les gonades ont été prélevées sur un pleurodele adulte et broyées dans un tampon
(Tris-HCl pH 8,0 10 mM, NaCl 75 mM, EDTA 25 mM) a l'aide d'un Potter. Cet
homogénat est additionné de SDS (0,5%) et de protéinase K (0,2 mg/ml), puis il est incubé
pendant 16 heures a 37°C sous agitation douce. Une série d’extractions au phénol permet
I’élimination compléte des pigments. Apres extraction au chloroforme, I'ADN génomique
est précipité avec de l'acétate de sodium 0,3 M et 1 volume d'isopropanol. La pelote
d'ADN se formant est récupérée manuellement, puis lavée dans de I'éthanol a 70%, séchée
et redissoute dans du TE pH 8,0 sous agitation douce pendant 16 heures a 4°C. Apres
dosage, 2 ug d'ADN génomique de larves ZZ, ZW et WW ont été amplifiés a I’aide des
amorces D5-D6 choisies spécifiquement sur le méme exon. Les conditions de PCR sont les
mémes que pour les autres couples d’amorces mais 1’amplification est réalisée pendant 35

cycles a 58°C. Les produits de PCR ont ¢été déposés et analysés directement sur gel.

e) Analyses statistiques

Les résultats sont représentés sous forme d’histogrammes décrivant la moyenne des
rapport Dmrtl / Gapdh. L’écart-type moyen de chaque expérience est indiqué par une
barre. Les variations d’expression entre les différents groupes ont été analysées par un test

de Student.
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ACG CGG GGA GCA CTG CCC GCC CGG ACA GCG CTC TGG GTG CAG CCA
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GAT GGG GAA TAA GAGCCTCGAAGGAACTGTCGAGGCCTCCCCTTTAAGGCCTACTCTCAAGACAAARATACAGCACGTGAATA
D G E

CCAAGATGTACCGTCCTAATCAAATGTGGCACCTCTTCTATTTTTGAAGTTTTTTAGCTGTATGCAATGAAGTTGARAAAGTTTGTG
GAACATGGAGGGGGCGGCAGAGAAGCTGTGAGGCCTTCCCTCCTTGCGCTTGTTTAGTTTTGTTTATAGTCTATAACTCTGTAGGTT
TAATACACACTCTTCCGACTAATTACATGCAGAGTGACATAGTTCGCATTTTACAATTTAATCAATAACCTGTGGTTCAGTTCTTGA
TTGAAAATAGCGTTCCCCTAAAAAAGATGTCTTCAGATTTGCATGCTCACTGCAGCGTGTGTTCATAAATTGCTTACTGTACGGTTG
ACTTTTCCTGGGCTACAAAAGCCCCCCTGAAATGAAACTAGGCTGGAAAAAGAAATTCATCGCTCACTGAAGCTGCAGCCGCACCTG
AAATAAAAATGTTATTGATGACTGAATTTTCTTGTGTGTATATTTGGCGAGCTGTATTAAACCGGAAAAARAAAARAARAAAANRANAR
AAAARAGTG

Figure 35 : Séquence de ’ADNc de Dmrtl de Pleurodeles waltl. Les oligonucléotides utilisés en
PCR sont surlignés et leur orientation est indiquée par une fléche. La position des introns, déterminée d’aprés

la comparaison des séquences de Dmrt1 de plusieurs especes, est notée par une téte de fléche.
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C) Résultats

a) Clonage de I'ADNc de Dmrtl

L’ADNc complet Dmrtl a été isolé chez Pleurodeles waltl a partir d’ARNs totaux
de testicule adulte (Fig.35). Un premier fragment de 540 pb, situé au milieu de la région
codante, a été obtenu par PCR dégénérée. Afin de compléter chaque extrémité de I'ADNc
de Dmrtl, deux amorces spécifiques ont ¢été choisies et utilisées en RACE-PCR. Deux
fragments de 700 pb et de 1,2 kb ont été¢ amplifiés par RACE-PCR en 5° et 3’
respectivement.

L'ADNc Dmrtl contient une région codante présumée de 1131 pb. Les régions 5’ et
3’ non traduites ont une taille de 45 pb et 605 pb respectivement. La protéine déduite
comporte 377 acides amin€s; elle est donc 1égérement plus longue que celles de la souris
(374 acides aminés) et de I’homme (373 acides aminés). La séquence en acides aminés
ainsi déduite a été¢ comparée a celle d’autres especes : I’homme, la souris, le poulet et la
tortue Trachemys scripta (Fig.36). Bien que la séquence de la tortue Trachemys scripta soit
incompléte, la protéine DMRT1 du pleurodele présente la plus haute identité (67%) de
séquence avec cette derniére. L’identité de séquence est seulement de 65% avec le poulet,
60% avec la souris et de 58% avec I’homme. Néanmoins, le pourcentage d’identité est plus
important au niveau des deux régions conservées de la protéine DMRT1. Le domaine DM
de liaison & I’ADN (acides aminés 70-135) situé du c6té N-terminal présente un haut degré
d’identité de séquence entre les différentes especes de 97% a 100%. Il en est de méme pour

le domaine P/S (acides aminés 317-351) du c6té C-terminal avec 76% a 88% d’identité.
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Pleurodéle --MIWSILVFHIVLRLPSEGGRREGAPGALGAGAGTMPNEEPFSKPKAGGAGGGAHGG
TraChemysS ———---- - e e — -
Poulet = @ @ mm e e -
Souris MPNDDTFGKPSTPTEVPHAPGAPPKGKAGGYSKAAGAMAGAAGGSGAGGS - -GGASGS
Homme MPNDEAFSKPSTPSEAPHAPGVPPQGRAGGFGKASGALVGAASGSSAGGSSRGGGSGS
Pleurodéle GGMPPGALGKKSP|RLPKCARCRNHGYASPLKGHKRFCMWRDCQCKKCSLIAERQRVM
Trachemys -—-------=-—-=-~|-"==--—----“"-"--“+- -
Poulet ----- PAAGKKLP| RLPKCARCRNHGYSSPLKGHKRFCMWRDCQCKKCSLIAERQRVM
Souris GPSGLGSGSKKSP| RLPKCARCRNHGYASPLKGHKRFCMWRDCQCKKCSLIAERQRVM
Homme GASDLGAGSKKSP| RLPKCARCRNHGYASPLKGHKRFCMWRDCQCKKCNLIAERQRVM
DOMAINE DM
Pleurodéle AAQVALRRQQAQEEEMGISHP| IPLPGTAEMLVKRESSGSSSCLLLENSSSSQTSGTS
Trachemys --------- QAQEEELGISHP| IPLPSAPELFVKKENNGGSSCLLLESSSPTHSTNTA
Poulet AVQVALRRQOAQEEELGISHP| VPLPSAPEPVVKKSSSSSSCLLQDSSSPAHSTSTVA
Souris AAQVALRRQQOAQEEELGISHP| IPLLPSAAELLVKRENNASNPCLMAENSSSAQPP-PA
Homme AAQVALRRQQAQEEELGISHP| IPLPSAAELLVKRENNGSNPCLMTECSGTSQPP-PA
Pleurodéle STVSTTASEGRVLITDIPSISSRGHLENTSDLVMDPSYYSNFYQPSLYSYNNYLYNYP
Trachemys TTASTTPSEGRMLIQDIPSITSRGHLESTSDLVVDSTYYSSFYQPSLYPYYNNLYNYS
Poulet AAAASAPPEGRMLIQDIPSIPSRGHLESTSDLVVDSTYYSSFYQPSLYPYYNNLYNYS
Souris STPTPAASEGRMVIQDIPAVTSRGHMENTSDLVSDPAYYSSFYQPSLFPYYNNLYNYP
Homme SVPTTAASEGRMVIQDIPAVTSRGHVENTPDLVSDSTYYSSFYQPSLFPYYNNLYNCP
Pleurodéle QYQVAVASEASASEMGGSLGSSPAKNSFRSIPASYVSGQSGNQWOMKTSEGRLSSHVS
Trachemys QYQMAVASDSSSSDMGGTLVGSPVKNSLRSLPATYMSSQSGNQWOMKSTESRHA--MS
Poulet QYQMAVATESSSSETGGTFVGSAMKNSLRSLPATYMSSQSGKQWOMKGMENRHA - -MS
Souris QYSMALSAESSSGEVGNSLGGSPVKNSLRSLPAPYVPAQTGNQWQMKTSESRHP--VS
Homme QYSMALAADSASGEVGNPLGGSPVKNSLRGLPGPYVPGQTGNQWOMKNMENRHA - -MS
Pleurodéle SQYRMHSYYPAAASYLSQGA----CVSQVHVSDDS | PSYTESKAHVFSPPSSQDSGLA
Trachemys SQYRMHSYYPPA-SYLGQSVSTPACVPQIFTFEDR|PSYSGSKASVFSPPSSQDSGLI
Poulet SQYRMCSYYPPT-SYLGQGVGSPTCVTQILASEDT | PSYSESKARVFSPPSSQDSGLG
Souris SQYRMHSYYGPP-SYLGQSMS------~ QIFTFEEG| PSYSEAKASVFSPPSSQDSGLV
Homme SQYRMHSYYPPP-SYLGQSVP~ =~~~ - - QFFTFEDA | PSYPEARASVEFSPPSSQDSGLV
Domaine P/S riche
Pleurodéle SLSSSSSVSNES| TKGVADCGSTP-EHDTFTVITVIEDGE- - 100% identité
Trachemys SLSSSSPISNES| TKGVLECESAS-ESGTFTVNSVIEDGE-- 67% identité
Poulet CLSSS----- ES]| TKGDLECEPHQ-EPGAFAVSPVLEGE- - - 65% identité
Souris SLSSSSPMSNES| SKGVLECESASSEPSSYAVNQVLEEDEDE 60% identité
Homme SLSSSSPISNKS| TKAVLECEPAS-EPSSFTVTPVIEEDE- - 58% identité

Figure 36 : Alignement de la séquence peptidique de DMRT1 de Pleurodeles waltl avec celles
de la tortue Trachemys scripta, du poulet, de I'homme et de la souris. Les acides aminés conservés avec
ceux du Pleurodéle sont figurés en grisé. Les deux régions conservées : le domaine DM de liaison a I’ADN et

la région P/S riche en proline / sérine sont encadrés.
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b) Dmrtl semble étre autosomal chez Pleurodeles waltl

Nous avons amplifié I’ADN génomique de pleurodeles adultes par PCR a 1’aide
d’un couple d’amorces, D5-D6 situé¢ sur le méme exon. Nous avons détecté la présence
d’un transcrit de taille attendue chez les trois types d’individus analysés ZZ, ZW et WW,

suggérant que le géne Dmrt] n’est pas porté par les chromosomes sexuels (Fig.37).

ES

El E2 E3 E4
D5 D6

7272 77 Z7Z ZIW ZW WW

Dmrtl
D5-D6

Figure 37 : Amplification de PADN génomique de pleurodéles ZZ, ZW et WW adultes. L’ADN
génomique de 3 individus ZZ différents, de 2 individus ZW et d’une femelle WW a ét¢ amplifié par PCR 2
I’aide du couple d’amorces D5-D6 localisé sur ’exon 3 (E3) (représenté sur le schéma en haut a droite). Les

produits de PCR ont été déposés puis analysés sur un gel d’agarose a 1%.

¢) Dmrtl est exprimé spécifiquement dans le testicule des animaux adultes

L’expression du géne Dmrtl a été étudiée dans différents tissus adultes par la
technique de RT-PCR qualitative réalisée avec le couple d’amorce DI1-D2. Aprés

migration sur gel, un signal est détecté uniquement au niveau du testicule (Fig.38).

Gapdh

Figure 38: Expression de Dmrtl dans différents tissus adultes chez Pleurodeles waldl. 3pg
d'ARNs totaux ont été extraits & partir des tissus suivants : cerveau (Ce), ceeur (Co), foie (F), intestin (I), rein
(Re), poumon (P), testicule (T), ovaire (O), Rate (Ra). Ils ont été¢ amplifiés par RT-PCR qualitative (35
cycles) a I’aide du couple D1-D2 (représenté sur le schéma en haut & droite). Pour chaque tissu, deux

analyses avec (+) ou sans (-} transcriptase inverse ont été réalisées. La Gapdh sert de témoin.
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d) Dmrtl est exprimé tres 16t au cours du développement, indépendamment du

sexe génétique

La présence de transcrits Dmrtl a été étudiée au cours du développement a
différents stades : 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 55. Pour ce faire, les complexes gonades-
mésonéphros de larves ZZ2°, ZW?® et ZW>? ont été prélevés a chaque stade et rassemblés
par lot de 5 complexes. Aucun transcrit n’a été détecté dans le mésonéphros seul (résultats
non présentés). Les ARNs totaux correspondants (1 pg) ont été rétrotranscrits et amplifiés
avec le couple d’amorces D1-D2. L’analyse qualitative (35 cycles) a révélé la présence de
transcrits Dmrt1 des le stade 42 chez les trois types de larves. Cette expression est ensuite

maintenue quels que soient le stade et le type de larve (Fig.39).

. Période thermosensible
42 44 46 48 S0 52 54

55

L3

Figure 39 : Expression de Dmrtl au cours du développement. Les complexes gonades-
mésonéphros de larves ZZ*°, ZW™ et ZW>? ont été prélevés a différents stades du développement : 42, 44,
46, 48, 50, 52, 54, 55 puis analysés par RT-PCR qualitative (35 cycles) avec le couple D1-D2. Les produits

de PCR ont ensuite directement été observés sur un gel d’agarose & 1%. La Gapdh sert de témoin positif.

e) Dmrtl est significativement plus exprimé chez les larves ZW au stade 55

Une RT-PCR semi-quantitative (28 cycles) a été réalisée avec le couple d’amorces
D1-D2 sur des complexes gonades-mésonéphros de larves 27%°, ZW? et ZW>? prélevés
aux stades 54 et 55. Comme précédemment, pour chaque échantillon, des «pools» de 5

complexes gonades-mésonéphros ont été constitués. Aprés hybridation, aucune différence
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significative n’a été détectée dans le niveau de transcrits Dmrtl entre les larves ZW?° et
27 (P=0,63) ou ZW>? (P=0,73) au stade 54 (Fig.40). Au stade 55, au moment ou la
différenciation gonadique est bien amorcée, le niveau des transcrits augmente
significativement chez les larves ZW?° par rapport aux larves ZZ*° (P=0,003) ou ZW>
(P=0,014). Chez ces derniers, le niveau de transcrits est réduit a un niveau qui n’est pas
significativement différent des larves ZZ*° (P=0,26). Le ratio Dmrt1 / Gapdh est 1,88 fois

supérieur chez les larves ZW?° par rapport & celui détecté chez les larves ZZ*° au stade 55.
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Figure 40 : Quantification de I’expression de Dmrtl dans les complexes gonades-mésonéphros
chez des larves ZZ2°, ZW?*® et ZW* au cours de la différenciation gonadique. Les complexes gonades-
mésonéphros de larves ZZ°, ZW?® et ZW™2 ont été prélevés aux stades 54 et 55. Chaque échantillon est
constitué d’un "pool" de 5 complexes gonades-mésonéphros dont les ARNs totaux ont été amplifiés par RT-
PCR semi-quantitative (28 cycles) avec le couple D1-D2. Aprés hybridation, ’intensité du signal Dmrt1 a été
normalisée par rapport & celle de la Gapdh. L’écart-type moyen est indiqué par une barre. Le nombre de

répétitions est indiqué par N. *, P<0,05 vs. ZW?.

f) Dmrtl fait l’'objet d’un épissage alternatif

Afin de confirmer le résultat précédent, d’autres couples d’amorces ont été testés
par RT-PCR qualitative (35 cycles). En utilisant le couple D1-D7, nous avons observé des

bandes de tailles différentes sur gel d’agarose. Ces dernieres sont révélées aprés une
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hybridation avec une sonde spécifique de Dmrtl située entre les amorces D1 et D2
(Fig.41A). Le séquencage de ces différents fragments a révélé un épissage alternatif du
messager Dmrtl. Le premier transcrit de 786 b correspond a ’ARNm complet, le
deuxi¢me de 600 b ne contient plus I’exon 2 et le dernier de 504 b ne posséde pas 1’exon 3
(Fig.41B). La séquence en acides aminés déduite de ces deux derniers transcrits présente
de nombreux stops, quelle que soit la phase de lecture, indiquant que ces transcrits
alternatifs codent une protéine tronquée. L utilisation d’autres couples d’amorces comme
D1-D6 ou D1-D9 conduit aussi a la production de fragments de PCR correspondant a la

perte des exons 2 ou 3 respectivement (résultats non présentés).

(A)
E1 E2 E3 E4 ES
1 I HI v
—1 [1
e — — Fvv L g—
D1 bs D2 D6 D9 D7
(B)
Stade 55

E1l E2 E3 E4 ES
I 11

Yol ‘\‘/‘ \‘/V 786 nt
o —
Vo "

Figure 41 : Analyse des différents transcrits alternatifs de Dmrtl. (A) Schéma représentant la
structure du géne Dmrtl avec la position des différents introns (I a IV) et des exons (E1 & ES). Les différentes
amorces D1, D6, D7 et D9 utilisées sont représentées par une demi fleche. Le cadre blanc correspond au
domaine DM et le cadre noir au domaine P/S. (B) Les complexes gonades-mésonéphros de larves ZZ>°, ZW?
et ZW?? ont été prélevés au stade 55. Chaque échantillon est constitué d’un "pool" de 5 complexes gonades-
mésonéphros. Une RT-PCR qualitative (35 cycles) a été réalisée avec le couple D1-D7. Aprés migration sur
gel et transfert, la membrane a été hybridée avec une sonde spécifique de DMRT1. En face de chaque bande,
un schéma de 1’événement d’épissage alternatif est représenté, conduisant aux messagers de 600 nt et 504 nt

par élimination de I’exon 2 ou de I’exon 3 respectivement.
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Le couple d’amorces D1-D7 a ensuite été utilisé pour une analyse par RT-PCR
semi-quantitative (28 cycles) sur des larves ZZ2°, ZW?® et ZW*? afin de déterminer si ces
différents transcrits varient en fonction du sexe et du traitement. Cette étude a été effectuée
au stade 55, afin de confirmer 1’expression différentielle observée avec le couple D1-D2.
Apres hybridation, nous n’avons pas observé de variations différentielles des deux
transcrits épissés alternativement. Cependant, le fragment PCR correspondant a ’ARNm
complet présente un taux significativement plus fort chez les larves ZW* que chez les
larves ZZ* (P=0,007) ou les larves ZW>* (P=0,03) (Fig.42A). Le niveau de transcrits
Dmrtl des larves ZW** n’est pas significativement différent de celui des larves ZZ*
(P=0,58). Par conséquent, I’augmentation de 1’expression de Dmrtl au cours de la
différenciation femelle, précédemment observé avec le couple d’amorces D1-D2, a pu
encore étre démontrée grace a 1’utilisation de ce nouveau couple d’amorces.

Afin de définir si le niveau de Dmrt] est toujours aussi important chez les larves
ZW*, la méme analyse par RT-PCR semi-quantitative (28 cycles) a été réalisée avec les
deux couples d’amorces D1-D2 et D1-D7 sur des complexes gonades-mésonéphros de
larves ZZ*° et ZW? au stade 56 (Fig.42B). Comme & ce stade, la gonade est bien
développée, nous n’avons utilis€ qu’un seul animal par échantillon. Les résultats obtenus
avec les deux couples d’amorces sont similaires et comme au stade 55, le niveau de
transcrits est significativement plus élevé chez les larves ZW?° par rapport aux larves 727%°
avec le couple DI1-D2 (P=0,016) et D1-D7 (P=0,001). Le niveau d’expression est
approximativement 2 fois supérieur chez les larves ZW?® quels que soient le stade ou le

couple d’amorces utilisés.
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Figure 42 : Quantification de I’expression de Dmrtl dans les complexes gonades-mésonéphros
chez des larves ZZ°, ZW? et ZW>? au stade 55 et 56. (A) Les complexes gonades-mésonéphros de larves
7%, ZW? et ZW* ont été prélevés au stade 55. Chaque échantillon est constitué d’un "pool" de 5
complexes gonades-mésonéphros dont les ARNs totaux ont été¢ amplifiés par RT-PCR semi-quantitative (28
cycles) & ’aide du couple D1-D7. (B) Un complexe gonades-mésonéphros de larves ZZ>° et ZW? a été
prélevé au stade 56. Chaque échantillon d’un seul complexe gonades-mésonéphros a été amplifié par RT-
PCR semi-quantitative (28 cycles) a I’aide des couples d’amorces D1-D2 et D1-D7. Dans les deux cas, aprés
hybridation, ’intensité¢ du signal Dmrt! a été normalisée par rapport a celle de la Gapdh. Le nombre de
répétitions pour chaque échantillon est indiqué par le nombre N. Sur chaque histogramme, la barre représente

I’écart-type moyen. *, P<0,05 vs. ZW.
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g) L expression de Dmrtl disparait des gonades femelles au stade juvénile

Comme aucune expression n’est détectée dans les ovaires adultes, nous avons
analysé des stades plus tardifs afin de déterminer le moment de 1’arrét d’expression de ce
geéne chez les individus femelles. Ainsi, nous avons analysé 1’expression de Dmrtl par RT-
PCR qualitative sur des ovaires et testicules d’individus juste métamorphosés et
d’individus juvéniles (4 & 6 mois aprés la métamorphose). Le résultat entre les couples D1-
D2 (Fig.43) et D1-D7 (résultat non présenté) est similaire : les transcrits Dmrtl sont
toujours présents dans les gonades de larves ZW?° au stade 56 mais ils disparaissent dans

les ovaires juvéniles alors que le testicule juvénile présente toujours une expression forte.

Stades 56 Juv. A.

77 IW 77 IW 711

Dmrtl

Gapdh W=

Figure 43 : Analyse de P’expression de Dmrtl a des stades tardifs du développement. Des
complexes gonades-mésonéphros de larves ZZ* et ZW? au stade 56 ainsi que des ovaires et testicules de
pleurodeles juvéniles (Juv.) et un testicule de méle adulte (A.) ont fait ’objet d’une analyse par RT-PCR
qualitative (35 cycles) avec les couple D1-D2 et D1-D7. La figure représente I’amplification observée avec le

couple D1-D2. Les produits de PCR ont été observés sur un gel d’agarose a 1%. La Gapdh sert de témoin.

D) Discussion

Nous avons isolé ’ADNc Dmrtl chez Pleurodeles waltl a partir d’un testicule
adulte. L’ ADNCc contient une région codante de 1131 pb avec des régions 5’ et 3° UTR de
45 pb et 605 pb respectivement. L’ADNc Dmrtl du pleurodéle comporte une ORF
potentielle codant une protéine de 377 acides aminés. Les deux régions conservées, le
domaine DM de liaison & I’ADN et le domaine riche en résidus proline et sérine, présentent
un haut degré d’identité avec ceux des autres espéces. Effectivement, les homologies du
domaine DM et du domaine P/S du pleurodéle avec celles de ’homme, la souris, le poulet
et la tortue Trachemys scripta, varient de 97% a 98% et de 76% a 82% respectivement.

Chez I’homme, le géne DMRT1 a été localisé sur le bras court du chromosome 9
grace a I’analyse de patients présentant une inversion sexuelle de male en femelle (Veitia

R. et al., 1997, Flejter W.L. ef al., 1998). 1l est également autosomal chez le fugu et le
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medaka (Brunner B. et al., 2001) alors que chez le poulet, Dmrtl a été localisé sur le
chromosome Z suggérant que ce géne pourrait constituer un déterminant male chez les
oiseaux et réguler la détermination du sexe de maniere dose-dépendante (Nanda 1. et al.,
1999; Smith C.A. et al., 1999b). Chez le medaka, un homologue de Dmrtl : DMY localisé
sur le chromosome Y est impliqué dans la détermination male (Matsuda M. et al., 2002).
Chez le pleurodéle, ’amplification de I’ADN génomique d’animaux adultes ZZ, ZW et
WW aI’aide d’un couple d’amorces situées sur le méme exon a démontré la présence d’un
signal quel que soit le sexe génétique de I’individu. Par conséquent, Dmrtl ne semble pas
étre 1ié aux chromosomes sexuels chez notre modéle. Il en est de méme chez le seul autre
amphibien étudié, la grenouille Rana rugosa (Aoyama S. et al., 2003).

L’expression spécifique du testicule détectée chez les pleurodéles adultes est
cohérente avec ce qui a été décrit chez de nombreuses espéces comme ’homme (Raymond
C.S. et al., 1998; Raymond C.S. ef al., 1999b), le wallaby (Pask A.J. et al., 2003), le poulet
(Shan Z. et al., 2000), le 1ézard Calotes versicolor (Sreenivasulu K. et al., 2002), la tortue
Trachemys scripta (Kettlewell J.R. et al., 2000) la grenouille Rana rugosa (Shibata K. et
al., 2002) et certains poissons (Marchand O. et al, 2000; Guan G. et al., 2000).
Néanmoins, des transcrits Dmrtl ont été observés dans 1’ovaire adulte chez la souris, le
wallaby (Pask A.J. et al., 2003) et la truite (Marchand O. et al., 2000) suggérant une
implication de ce géne dans la fonction ovarienne chez les animaux adultes. Chez le tilapia,
une protéine DMO codée par un geéne différent de Dmirtl est spécifiquement exprimée dans
I’ovaire adulte (Guan G. et al., 2000). Chez le pleurodele, aucun transcrit n’a été détecté
dans I’ovaire adulte par RT-PCR.

Au cours du développement, Dmrtl est détecté trés tot dans les gonades
indifférenciées de larves de pleurodéles. Nous avons amplifié¢ des transcrits Dmrtl dés le
stade 42 chez les larves ZZ2°, ZW? et ZW>?. Cette expression précoce a aussi été observée
chez ’homme ou les transcrits Dmrtl sont présents en méme temps que ceux de Sry
(Moniot B. et al., 2000). Il en va de méme chez le poulet (Raymond C.S. et al., 1999b;
Smith C.A. et al., 1999b), la souris (De Grandi A. et al., 2000; Raymond C.S. et al.,
1999b) et le 1ézard Calotes versicolor (Sreenivasulu K. et al., 2002). Par la suite, les
transcrits Dmrtl chez les larves de pleurodéle ZZ2°, ZW* et ZW™? sont présents pendant
toute la période thermosensible (stade 42 a 54) ainsi qu’au stade 55, période du
développement ou la différenciation gonadique est bien engagée. La détection précoce de
Dmrtl au cours du développement dans les gonades suggere qu’il puisse aussi é&tre

impliqué dans le processus de la détermination sexuelle chez le pleurodele.
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Chez toutes les especes de vertébrés étudiées, Dmrtl a été décrit comme un facteur
de transcription impliqué dans la différenciation testiculaire. L’expression spécifique de
Dmrtl dans les gonades méales a été conservée des poissons a I’homme (Brunner B. ef al.,
2001). Par RT-PCR semi-quantitative, nous avons montré que la premiére différence
significative entre les individus ZZ*° et ZW?® apparait au stade 55. Cependant, le niveau de
transcrits Dmrtl est 1,9 fois supérieur chez les larves femelles par rapport aux larves
males. La présence de transcrits Dmrt1 a déja été observée dans les cellules germinales des
ovaires en développement chez le 1ézard Calotes versicolor (Sreenivasulu K. ef al., 2002),
le poulet (Smith C.A. et al., 2003) et le wallaby (Pask A.J. et al., 2003) suggérant
¢galement un role pour Dmrtl au cours du développement ovarien, voire dans la
gamétogenese femelle. Chez la truite, les transcrits Dmrt1 sont aussi présents dans 'ovaire
mais le niveau de transcrits est 80 plus faible par rapport au testicule avant le début de la
différenciation gonadique. Cette différence n’est plus que d’un facteur 40 au cours de la
différenciation puis d’un facteur 10 apres la différenciation sexuelle (Marchand O. et al.,
2000). Chez notre modéle, nous n’avons aucune information sur la localisation cellulaire
des transcrits Dmrtl. De plus, il est possible que les transcrits Dmrtl présents chez les
larves femelles ne soient pas traduits, comme c’est le cas dans les cellules germinales du
testicule foetal de la souris (Raymond C.S. ef al., 2000). 1l en est de méme pour le facteur
de transcription Foxl2, un gene intervenant dans la différenciation ovarienne qui est
transcrit a la fois dans les cellules germinales et les cellules de la granulosa de 1’ovaire
mature mais n’est traduit que dans les cellules de la granulosa (Cocquet J. et al., 2002).

Comme I’expression de Dmrtl est testicule-spécifique chez le pleurodéle adulte,
nous avons supposé qu’il pourrait jouer un rodle tardif dans la différenciation testiculaire
comme chez la grenouille Rana rugosa (Shibata K. et al., 2002). Effectivement, chez cette
espéce, Dmrtl n’est exprimé qu’au moment ou la métamorphose est complete chez les
males et le niveau de transcrits Dmrtl devient plus important deux mois aprés (Shibata K.
et al., 2002). Chez la truite adulte, Dmrtl est exprimé pendant la spermatogenése
(Marchand O. et al., 2000). Chez le pleurodgle, les transcrits Dmrt1 sont toujours présents
chez les individus ZZ*° et ZW? au stade 56, aprés la métamorphose. A ce stade, le niveau
de transcrits Dmrtl est toujours plus important chez les individus femelles par rapport aux
individus méles. Cependant, au stade juvénile, environ 4 & 5 mois aprés la métamorphose,
les transcrits sont toujours présents dans le testicule mais disparaissent des ovaires. Des
études plus approfondies, de localisation de la protéine ou des techniques d’interférence

ARN permettront d’expliquer le rdle précis de Dmrtl chez les individus femelles et males.
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Les trois transcrits de tailles différentes résultant de la RT-PCR au cours du
développement ont montré apres séquengage Etre issus de plusieurs événements d’épissage
alternatif. En effet, le premier transcrit de 786 nt, le plus abondant, correspond a I’ARNm
complet. Le deuxieme de 600 nt a perdu 1’exon 2 et le dernier de 504 nt a perdu I’exon 3.
Ces deux derniers transcrits codent pour des protéines tronquées qui possédent quand
méme tout (504 nt) ou une partie (600 nt) du domaine DM. De plus, ’amplification par
RT-PCR de ces deux transcrits ne montre aucune variation caractéristique d’un sexe ou
d’un stade. Un phénomene d’épissage alternatif a déja été décrit chez Calotes versicolor ou
trois transcrits ont également été observés mais I’épissage touche uniquement 1’exon 3
(Sreenivasulu K. et al., 2002). Chez un invertébré, le corail Acropora millepora, un géne
codant une protéine avec un domaine DM a été identifié et quatre transcrits différents sont
générés par l'utilisation alternative de deux sites de polyadénylation et par un mécanisme
d’épissage alternatif affectant ’exon codant le domaine DM (Miller S.W. et al., 2003).
Chez les poissons, la souris et 1’homme, de nombreux génes Dmrt ont été isolés.
L’arrangement des trois génes Dmrtl, Dmrt2 et Dmrt3 a la fin télomérique du chromosome
9 est conservé chez I’homme, le medaka et le fugu (Brunner B. ef al., 2001). Chez la
souris, 6 génes Dmrt en plus de Dmrtl ont été isolés dont trois sont exprimés pendant la
différenciation gonadique (Kim S. ef al., 2003). Notamment, le niveau de transcrits Dmrt7
est plus important chez les embryons femelles suggérant que ce géne ou d’autres génes
DM peuvent se substituer au role de Dmrtl pendant la différenciation ovarienne.
Effectivement, les souris knock-out Dmrt1”" femelles sont fertiles et montrent que Dmrtl
n’est pas essentiel pour la différenciation ovarienne (Raymond C.S. ef al., 2000).

Pour le moment nous n’avons isolé que le géne Dmrtl chez notre modele, mais
nous ne pouvons pas exclure la présence d’autres génes DM. Le role de Dmrtl au cours de
la différenciation gonadique et notamment dans la différenciation testiculaire est contesté.
I est clair que Dmrtl présente une expression spécifique du testicule a partir du stade
juvénile. 11 est aussi présent dans les gonades maéles au cours du développement.
Cependant, le niveau de transcrits est plus important dans les gonades femelles aux stades
55 et 56. Ce dernier résultat a été confirmé & la fois par séquengage et par utilisation d’un
autre couple d’amorces. Il reste a vérifier si les transcrits détectés dans les gonades
femelles sont effectivement traduits, mais aussi a tester si cette protéine DMRTT1 est active

avant d’envisager I’implication de Dmrtl dans la différenciation ovarienne.
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4) Recherche de génes différentiellement exprimés pendant Pinversion sexuelle

chez Pleurodeles waltl

(non soumis)

A) Introduction

La technique d’hybridation soustractive peut permettre de mettre en évidence des
génes différentiellement exprimés au cours de la détermination et différenciation sexuelle.
Chez la souris, cette technique a permis d’isoler de nombreux génes impliqués dans la
différenciation testiculaire comme les génes de la testatine, de la ﬁexine-l et de la vanine-1
(Kanno Y. et al., 1999; Bowles J. et al., 2000, Grimmond S. et al., 2000). Récemment,
I’hybridation soustractive réalisée au stade 12-12,5 jpc a conduit a I’isolement de 272
clones différentiellement exprimés (McClive P.J. ef al., 2003). Sur ces clones, seulement
3% sont surexprimés dans ’ovaire alors que 26% sont surexprimés pendant la
différenciation testiculaire. Parmi eux, de nombreux genes de fonction inconnue ont €té
identifiés mais aussi certains genes déja décrits comme la vanine 1 ou Dhh (McClive P.J.
et al., 2003).

Dans le but de rechercher des génes impliqués spécifiquement dans le processus de
I’inversion de la différenciation gonadique des individus ZW sous 1’effet de la température
chez le pleurodéle, nous avons utilisé, comme dans 1’étude précédente, une méthode de
clonage par soustraction (PCR-Select™ cDNA substraction kit, Clontech). Deux
soustractions réciproques ont €été réalisées afin de mettre en évidence des messagers
exprimés ou réprimés spécifiquement sous 1’effet de la température. Pour ce faire, des
complexes gonades-mésonéphros de larves ZW élevées & 20°C (ZW?°) ou a 32°C (ZW??)
pendant toute la période thermosensible ont été prélevés au stade 52, avant le début de la
différenciation gonadique. La premiére soustraction des messagers de larves ZW?® avec
ceux des larves ZW>* permet de révéler les transcrits présents pendant la différenciation
femelle et réprimés par la température, alors que la soustraction réciproque met en
évidence des transcrits spécifiquement induits par la température chez les larves ZW>2.
Lors de cette derniére hybridation, des messagers de larves ZW>? prélevés apreés la période
thermosensible ont également été soustraits afin d’éliminer toutes les expressions induites
par la température et n’intervenant pas spécifiquement dans I’inversion sexuelle au cours
de la TSP. En effet, ’inhibition de ’aromatase se produit pendant cette période et non pas

apres. Il existe donc un élément TSP-spécifique impliqué dans 1’inhibition de 1’aromatase
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par la température.

B) Matériel et méthodes

a) Extraction des ARNs totaux

Le protocole détaillé a déja été décrit précédemment (voir partie résultats 1.1). Lors
de cette étude, des «pools» de 25 complexes gonades-mésonéphros aux stades 52 et 54 ont
été constituds a partir de larves ZW?° et de larves ZW>? et les ARNSs totaux ont ensuite &té

extraits en utilisant la technique au TRIzol (Invitrogen).

b) Synthese et amplification des ADNc

Du fait des quantités trés limitantes de matériel biologique, les ADNc ont d’abord
été amplifiés par PCR (SMART RACE c¢cDNA Amplification Kit, Clontech). Les ADNc
ont été synthétisés a partir de 1pg d’ARNSs totaux selon les instructions fournies. Au cours
de cette synthése, une séquence connue est rajoutée aux extrémités des ADNc, ce qui
permet ensuite une amplification par PCR (Advantage 2 Polymerase Mix, Clontech). Le

protocole PCR est le suivant :

95°C 1 minute

95°C 15 secondes

65°C 30 secondes >18 cycles
68°C 6 minutes

Préalablement, nous avons testé différentes amplifications de 15, 18, 21 et 24
cycles et aprés migration des produits de PCR sur gel d’agarose, nous avons choisi 18

cycles pour nous situer dans la phase exponentielle d’amplification (Fig.44).

¢) Hybridation soustractive

Deux soustractions différentes ont 6té réalisées a I’aide du kit (PCR-Select™
¢DNA Substraction Kit, Clontech). Pour la premiére, des ADNc de larves ZW? prélevés
au stade 52 ont été utilisés comme «tester» et des ADNc de larves ZW>> également

prélevés au stade 52 comme «driver». La deuxiéme soustraction est ’inverse de la
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précédente, les larves ZW*%, précédemment utilisées comme «driver» ont été utilisées
comme «tester» et les larves ZW?® comme «driver» (Fig.44). En plus, des ADNc de larves
ZW>? ont été prélevés aprés la période thermosensible (stade 54 tardif) et ajoutés comme
«driver» avec les ADNc des larves ZW?® afin d’éliminer toutes les expressions
dépendantes uniquement de la température.

Les ADNc précédemment amplifiés ont été digérés avec I’enzyme Rsal afin de
générer des bouts francs pour permettre 1’étape de ligation suivante (Fig.44). Deux
adaptateurs différents (1 et 2R) ont été ligués sur les ADNc «testeur». Apreés deux
hybridations successives, les ADNc avec des séquences adaptatrices différentes a leurs
extrémités ont été amplifiés différenticllement par PCR. Une PCR nichée a permis
d’enrichir ces séquences et de réduire le bruit de fond (Fig.44). Les produits de PCR
résultants ont été purifiés puis clonés dans un plasmide pGEMT-easy. Aprés la
transformation dans les bactéries £.Coli TG1, les clones obtenus ont été repiqués et stockés

a -80°C.

d) Criblage par PCR des clones transformants

La recherche de la présence d’inserts dans les plasmides a été réalisée par une
technique de PCR sur colonies bactériennes. Les bactéries ont été déposées dans un
tampon contenant 25 mM de chaque ANTP, 2 mM MgCl, 0,1 unité de Taq Polymérase
(Invitrogen) et 0,4 pM de chaque amorce dans un volume total de 25 pl. Les amorces T7
5’-AATACGACTCACTATAGGG-3’ et SP6 5S-ATTTAGGTGACACTATAGAA-3’ se
fixant sur le plasmide pGEMT-easy sont utilisées. Le programme PCR suivant est répété
35 fois : dénaturation 4 95°C pendant 1 minute, hybridation a 55°C pendant 30 secondes et

¢longation a 75°C pendant 1 minute.

e) Criblage par hybridation des clones d’intérét

Les clones ont été analysés par hybridation sur colonies. Pour ce faire, ils ont été
repiqués et transférés sur une membrane de nylon Hybond N (Amersham). Aprés quatre
traitements successifs au SDS 10% pendant 3 minutes, dénaturation (NaOH 0,25 M, NaCl
1,5 M) pendant 5 minutes, neutralisation (Tris-HC1 pH 8,0 1 M, NaCl 1,5 M) pendant 5
minutes et enfin un traitement au SSC 2x pendant 5 minutes, ’ADN a été fixé sur la
membrane par un chauffage a 80°C pendant deux heures. La membrane a alors été

préhybridée a 65°C dans le tampon suivant : SSC 6x, SDS 0,5%, Denhardt's 5x, ADN de
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sperme de saumon 100 pg/ml puis hybridée pendant 16 heures a 65°C avec une sonde
marquée au o ’P-dCTP (Random Primed DNA Labelling Kit, Roche) dans le tampon :
SSC 6x, EDTA 10 mM, Denhardt's 1x, ADN de sperme de saumon 50 pg/ml. La sonde
correspond aux ADNc issus de la premiére amplification des ADNc, soit de larves ZW%,
soit de larves ZW™2, prélevés au stade 52. Aprés deux lavages de 10 minutes a température
ambiante dans une solution de SSC 2x, SDS 0,5%; puis 2 lavages de 30 minutes a 50°C
puis 55°C dans une solution de SSC 0,1x, SDS 0,2%; la membrane a été¢ mise au contact
d’un film autoradiographique (Hyperfilm MP, Amersham) pendant plusieurs jours a -80°C.
Chaque membrane a ¢été hybridée deux fois, avec la sonde ZW? puis ZW>
respectivement. Entre chaque hybridation, la membrane a été déshybridée par deux lavages
de 30 minutes dans un tampon SDS 0,5% a 100°C.

Aprés comparaison des hybridations avec la sonde ZW? et ZW?, les clones

différentiellement exprimés ont été séquenceés (Genome Express).
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Figure 44 : Schéma de synthése du protocole du clonage différentiel. Seule I’hybridation de type
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e, avec des ADNc comportant des adaptateurs différents, peut conduire & une amplification exponentielle
(d’apres Clontech).
C) Résultats

Pour chacune des deux soustractions : ZW?>° - ZW>? (permettant d'obtenir des
ADNc femelles réprimés par la température) et ZW>? - (ZW*+ZW>? du stade 54)
(permettant d'obtenir des ADNc induits par la température et spécifiques de la TSP), 2000

clones ont été repiqués et stockés dans des plaques 96 puits.

Les résultats présentés concernent la soustraction réciproque des ADNc issus de
larves ZW>2.

Nous avons commencé par vérifier la présence d’inserts dans les plasmides par
PCR. Apres migration sur gel d’agarose a 1%, nous avons observé que pratiquement tous
les clones contenaient un insert (Fig.45). Leur taille varie de 400 pb a environ 1 kb sur le
gel présenté. Néanmoins, d’autres clones possédant des inserts de tailles plus petites ont été

détectés.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 MW 10 11 12 13 14 15 16

Figure 45 : Analyse des différents clones par PCR. La PCR a ét¢ réalisée sur une partie de la
colonie bactérienne. Les produits de PCR ont été déposés sur un gel d’agarose a 1%. Les différents inserts
ont été directement analysés sur le gel. Sur cette photo, 16 clones sont présentés. MW correspond au

marqueur de taille dont les bandes les plus intenses sont du haut vers le bas : 1,5 kb; 1 kb et 600 pb.
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Nous avons commencé le criblage par hybridation sur colonies sur deux plaques de
96 puits. Chaque membrane a été hybridée deux fois avec les ADNc amplifiés par PCR de
larves ZW?° puis ceux de larves ZW>2, prélevées au stade 52, puis marqués au o’ *P-dCTP.
Nous avons comparé les deux hybridations avec les deux sondes différentes et avons
recherché des clones présentant une intensité de marquage plus forte avec la sonde ZW*?
qu’avec la sonde ZW? en tenant compte de la variation de marquage des deux membranes
(Fig.46). Trois clones ont ainsi été sélectionnés et sont susceptibles de correspondre a des
messagers spécifiquement surexprimés sous ’effet d’un traitement thermique des larves
pendant la période thermosensible (Fig.46). Les deux premiers clones : 1-30 et 1-40

proviennent de I’analyse de la premiére plaques 96 puits (Fig.46), le troisiéme : 2-42 a été

sélectionné a partir de la deuxiéme plaque 96 puits (résultat non présent¢).
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Figure 46 : Hybridation sur colonies des clones 101 a 196 issus de la soustraction réalisée a
partir des ADNc de larves ZW>2, (A) Membrane hybridée avec les ADNc issus des larves ZW? marqués au
o*?P-dCTP (exposition 1 semaine). (B) Membrane précédente déshybridée puis réhybridée avec les ADNc

issus des larves ZW* marqués au o?P-dCTP (exposition 1 semaine). Sur cette premiére plaque 96 puits,
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deux clones 1-30 (n°30) et 1-40 (n°40) présentent une réponse plus intense sur ’hybridation en B que sur

I’hybridation en A.

Ces différents clones sélectionnés ont été purifiés et analysés sur gel d’agarose a
1% aprés une digestion enzymatique par EcoRI. Les inserts sont de 147 pb, 319 pb et 298
pb pour les clones 1-30, 1-40 et 2-42 respectivement (Fig.47).

MW 130 140 242

Figure 47 : Profil des trois clones 1-30, 1-40 et 2-42 sur gel d’agarose aprés digestion par
EcoRI. MW correspond au marqueur de taille dont les bandes les plus intenses sont du haut vers le bas: 1,5
kb; 1 kb et 600 pb.

Ces trois clones ont ensuite été séquencés (Genome Express) (Fig.48A). Les
amorces liguées 1 et 2R qui ont ensuite été utilisées en PCR (Fig.44) ont été retrouvées a
chaque extrémité de la séquence des trois clones démontrant que l'on a bien amplifié
différentiellement des ADNc avec des séquences adaptatrices 1 et 2R différentes a leur
extrémité (Fig.48A). De plus, la moitié¢ du site Rsal (GTAC), qui nous avait permis de
générer des bouts francs pour permettre la ligation des différents adaptateurs, est également
détectée a chaque extrémité.

L'analyse de ces trois clones par comparaison de séquences avec une banque de
données Blast (Altschul et al., 1997) n’a abouti a aucun résultat. Effectivement, ces clones
sont courts et tous situés dans la région 3’ non codante de I’ADNc puisque l'extrémité
poly(A) est présente. La caractérisation compléte de ces clones nécessite d’entreprendre
une RACE 5°. Néanmoins, nous avons observé que les clones 1-40 et 2-42 étaient
identiques : ils varient seulement par [’utilisation de deux sites de polyadénylation
différents (Fig.48B). A cause de la taille des inserts et du contenu abondant en adénine

dans la séquence, il était difficile de choisir des oligonucléotides spécifiques afin de
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confirmer I’expression différentielle de ces clones au stade 52.

(A)

>CLONE : 1-30

TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT
ACAAGCACGAACTAACTAACAAGAAAGGAAGGAGTCGAACCCCCCTGAGCCGATTTCAAGTCG
ACCATATAACCAATCTACCACTTTCTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

GTACCTCGGCCGCGACCACGCT

>CLONE : 1-40

TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT
ACAGCTTTATTAATAAAGGACACAACCTAAAACATGAATAAGGATTATATTAATTTAAGTATTT
AACCATGTAGGCCTAAAAGCAGCCACCATAGGAAAGCGTCAAAGCCCAGTTTACACAACACTT
GTTATCCCAATAAATAATCTAAATTCACACAACATATTAAGCCTATCTATTAAATAGATGAGTTT
ATACTAGAATAAGTAATAAGAACATATTCTCTACATGCATGTGTAAATCAGAACGAACAAATCA
CTGATAATTAACGACCAAATATATTAAAAATCAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
GTACCTCGGCCGCGACCACGCTA

>CLONE : 2-42

AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT
ACAGCTTTATTAATAAAGGACACAACCTAAAACATGAATAAGGATTATATTAATTTAAGTATTT
AACCATGTAGGCCTAAAAGCAGCCACCATAAGAAAGCGTCAAAGCCCAGTTTACACAACACTT
GTTATCCCAATAAATAATCTAAATTCACACAACATATTAAGCCTATCTATTAAATAGATGAGTTT
ATACTAGAATAAGTAATAAGAACATATTCTCTACATGCATGTGTAAATCAGAACGAACAAATCA
CTGATAATTAACGACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
GTACCTGCCCGGGCGGCCGCTCGA

(B)

140 AGCTTTATTAATAAAGGACACAACCTAAAACATGAATAAGGATTATATTAATTTAAGT
242 AGCTTTATTAATAAAGGACACAACCTAAAACATGAATAAGGATTATATTAATTTAAGT

140 ATTTAACCATGTAGGCCTAAAAGCAGCCACCATAGGAAAGCGTCAAAGCCCAGTTTAC
242 ATTTAACCATGTAGGCCTAAAAGCAGCCACCATAAGAAAGCGTCAAAGCCCAGTTTAC

140 ACAACACTTGTTATCCCAATAAATAATCTAAATTCACACAACATATTAAGCCTATCTA
242 ACAACACTTGTTATCCCAATAAATAATCTAAATTCACACAACATATTAAGCCTATCTA

140 TTAAATAGATGAGTTTATACTAGAATAAGTAATAAGAACATATTCTCTACATGCATGT
242 TTAAATAGATGAGTTTATACTAGAATAAGTAATAAGAACATATTCTCTACATGCATGT

140 GTAAATCAGAACGAACAAATCACTGATAATTAACGACCAAATATATTAAAAATCAAGA
242 GTAAATCAGAACGAACAAATCACTGATAATTAACGACCAAAAAAAAAAAAANAAAARA

140 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
242 AAAA

Figure 48 : Séquencage des trois clones retenus : 1-30, 1-40, 2-42. (A) Les amorces 1 et 2R
utilisées pour la PCR nichée sont en bleu et en rouge respectivement. La séquence nucléotidique des

différents clones est en noir. La moiti¢ du site Rsal (GTAC) est représentée en vert. Le site Rsal au niveau
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des extrémités 3' résulte des amorces utilisées lors de l'amplification des ADNc. (B) Alignement des

séquences nucléotidiques des clones 1-40 et 2-42. Les acides aminés conservés somnt grisés.
D) Discussion

A Tissue des deux hybridations soustractives, nous avons obtenu de nombreux
clones (4000-6000 clones). L’analyse des premiers clones par hybridation sur colonie
semble encourageante. Elle a conduit a I’isolement de trois clones qui ont ensuite été
séquencés. L étude de la séquence de ces différents clones nous a permis de vérifier que les
soustractions réalisées étaient conformes a ce qui était décrit dans le protocole. La présence
de la moitié¢ du site Rsal avec des adaptateurs 1 et 2R a chaque extrémité de la séquence
des différents clones confirme que les différentes étapes du protocole se sont déroulées
correctement. Néanmoins, il est dommage que ces différents clones soient situés dans la
région 3’ non codante puisque nous n’avons pu obtenir aucune information par Blast, ni
confirmer une expression différentielle de ces clones par RT-PCR. Comme chez le tilapia,
ou un clone isolé par la technique de Differential display qui ne comptait que 300 pb dans
la région 3’ non codante de I'ADNc, n’a pu étre déterminé (D'Cotta H. ef al., 2001a).
Cependant, parmi les trois clones retenus, deux sont identiques et présentent deux signaux
de polyadénylation différents. Sur ces derniers, une stratégie de RACE-PCR en 5’ pourrait
étre engagée. Pour le moment, nous avons décidé de continuer I’analyse des autres clones
par la technique d’hybridation sur colonies. Ainsi, nous espérons isoler des clones de plus
grandes tailles afin de pouvoir choisir des amorces spécifiques et ainsi confirmer qu’ils
font effectivement 1’objet d’une expression différentielle entre des complexes gonades-

mésonéphros de larves ZW et ZW>? prélevés au stade 52.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Chez Pleurodeles waltl, 1’activité aromatase augmente exponentiellement dans les
gonades femelles alors qu’elle reste faible dans les gonades maéles a partir du stade 52,
avant le début de la différenciation histologique des gonades. Cette augmentation est
bloquée par une température €levée lorsqu’elle est appliquée au cours de la période
thermosensible. Notre étude visait a rechercher les facteurs responsables de I’augmentation
d’activité¢ aromatase dans les gonades femelles, et a mieux cerner la cible de la température

au cours du processus d’inversion sexuelle.

I) Régulation de Paromatase et différenciation gonadigue

1) Expression de ’aromatase

L’augmentation de 'activité aromatase est-elle liée & un accroissement du niveau de
transcrits? Les études d’expression de 1’aromatase ont confirmé 1’implication de cette
enzyme dans la différenciation ovarienne chez Pleurodeles waltl : les transcrits aromatase
sont détectés des le stade 44 chez les larves ZZ et ZW puis augmentent significativement
chez les larves femelles a partir du stade 54 (Fig.49). Ces résultats observés au niveau
transcriptionnel sont en accord avec les mesures d’activité aromatase faites précédemment
(Chardard D. er al., 1995). Néanmoins, le niveau de messagers aromatase devient plus
important dans les gonades femelles seulement a partir du stade 54, soit deux stades aprés
I’augmentation d’activité aromatase, qui a lieu au stade 52 (Chardard D. et al., 1995). Par
ailleurs, la différence observée entre 1’activité enzymatique et 1’expression du geéne
aromatase est considérable au stade 54 : le ratio des messagers aromatase / Gapdh n’est
que 2 fois plus élevé chez les larves femelles par rapport a celui des larves males alors que
I’activité¢ aromatase est 40 fois supéricure (Chardard D. et al, 1995). Ces différences
pourraient étre attribuées a un probléme de sensibilité de la technique de RT-PCR semi-
quantitative. A I’inverse, elles pourraient suggérer ’implication de mécanismes post-
transcriptionnels pouvant affecter la production ou ’activité de I’enzyme. Ainsi, I’activité
aromatase pourrait étre contr6lée par un processus rapide de phosphorylations comme chez
la caille. Chez cette derniére, les activateurs et inhibiteurs de kinases sont capables de

modifier rapidement 1’activit¢ aromatase dans des homogénats hypothalamiques
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(Balthazart J. ef al., 2001). Des sites de phosphorylation ont été identifiés sur la protéine
aromatase de cet oiseau (Balthazart J. ez al., 2003). Les sites consensus de phosphorylation
ont aussi été recherchés chez le pleurodele a 1’aide du programme NETPHOS 2.0 (Blom N.
et al., 1999). Ainsi, 19 sites de phosphorylation, avec un score supérieur a la valeur critique
0,5, ont été prédits dont 11 résidus sérines, 3 résidus thréonines et 5 résidus tyrosines.
Cependant, la recherche des séquences consensus reconnues par les protéines kinases
pouvant affecter I’activité aromatase a révélé seulement 7 résidus différents dont 5 sérines
sur 11, 1 thréonine sur 3 et 1 tyrosine sur 5 (Gattiker A. et al., 2002). Pour le moment, nous
n’avons aucune information sur le mode de régulation post-transcriptionnelle de
I’aromatase chez notre modé¢le. A court terme, 1’utilisation d’activateurs ou d’inhibiteurs
de kinases permettra de vérifier I’hypothése précédente chez le pleurodéle.

Chez des larves ZW>?, la température agit en modulant directement ou
indirectement 1’activit¢ de 1’aromatase puisque cette dernicre est identique a celle des
méles ZZ* (Chardard D. et al., 1995). Les études d’expression de 1’aromatase réalisées au
stade 54 ont abouti & un résultat similaire suggérant que la température module aussi
I’aromatase au niveau transcriptionnel. Toutefois, la température n’agit que si le traitement
thermique a lieu au cours de la TSP : I’élevage de larves ZW a 32°C pendant 48 heures au
stade 53 entraine une diminution de Iactivité aromatase alors qu’aux stades 55 et 56, la
température n’a plus d’effet (Chardard D. et al, 1995). Les études au niveau
transcriptionnel montrent également que I’expression de 1’aromatase n’est pas modifiée
lorsque le chauffage de 48 heures est effectué¢ a la fin de la TSP confirmant que la
température régule bien 1’activité et I’expression de 1’aromatase mais uniquement pendant
la TSP. D’apres le résultat précédent, il semble que la régulation de cette enzyme soit
indirecte et qu’un facteur thermosensible présent uniquement au cours de la TSP soit
impliqué dans I’inhibition de ’activité et de 1’expression de 1’aromatase chez les larves

ZW*2,
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Figure 49 : Profil d’expression des génes aromatase, Sfl, Dmrtl et Sox9 au cours de la
différenciation sexuelle chez Pleurodeles waltl. Les différents stades 42 a55 sont représentés sur la ligne au
centre. Les profils d’expression des quatre geénes : aromatase en rouge, Sfl en vert, Dmrtl en bleu et Sox9 en

turquoise sont présentés chez les larves males ZZ et les larves femelles ZW.

2) Régulation de 1'aromatase par la testostérone

D’apres les observations précédentes, I’augmentation de 1’activité et de [’expression
de I’aromatase demeure assez tardive par rapport a la TSP supposant que d’autres geénes,
situés plus en amont dans la cascade génique et constituant des cibles potentielles de la
température, sont impliqués dans I’initiation de la surexpression de cette enzyme chez les
individus femelles.

L’effet paradoxal qui conduit a I’inversion sexuelle de larves ZZ apres 1’application
de testostérone laisse supposer que cette hormone pourrait étre impliquée dans 1’activation
de I’aromatase. Effectivement, il a ét€¢ proposé que cet effet résulte de la conversion de la
testostérone en cestradiol par I’aromatase. Chez le pleurodele, cette hypothese a récemment
¢été confortée par I’inversion sexuelle de larves ZW par un androgéne non aromatisable, la
DHT (Chardard D. et al., 2003). Ce dernier n’induit aucune inversion de la différenciation

gonadique des larves ZZ (Chardard D. et al., 2003). Chez les oiseaux, la testostérone a déja

153



Conclusions et perspectives

¢été décrite comme activateur de 1’aromatase cérébrale (Fusani L. ef al., 2001). Récemment,
chez la grenouille Rana rugosa, il a été montré que le taux de messagers AR élevé chez les
males module I'expression de I’aromatase (Ohtani H. et al., 2003).

Une éventuelle régulation de 1’aromatase par la testostérone chez le pleurodéle peut
&tre abordée par une étude de I’inversion sexuelle induite par la température d’élevage. En
effet, le chauffage des larves ZW a 32°C pendant toute la TSP conduit au développement
de maéles fonctionnels et I’activité ainsi que le niveau d’expression de I’aromatase sont
alors identiques & ce qui est observé chez les larves ZZ*°. Donc, si I’ajout de testostérone
au cours d’un chauffage masculinisant de larves ZW permet de recouvrer un
développement femelle, il est alors possible d'envisager que le site d'action de la
température soit situé en amont de 1’aromatase. La température pourrait inhiber la
biosynthese de stéroides, et en particulier celle de la testostérone. En effet, dans les cellules
de Leydig murines tumorales, un choc thermique a une activité anti-stéroidogénique liée a
I’inhibition de la synth¢se de la protéine StAR (Liu Z. et Stocco D.M. 1997). Une variation
du métabolisme de la testostérone favorisant la synthése d’androgénes non aromatisables,
plutdét que d’cestradiol via 1’aromatase, peut aussi &tre envisagée. Il a ét€é récemment
montré qu’a partir de testostérone, 1’aromatase gonadique porcine pouvait synthétiser de la
1BOH-testostérone en proportion identique a I’oestradiol (Corbin C.J. et al., 2004). Lors
d’un traitement thermique réalisé pendant la TSP, I’activité de I’aromatase pourrait étre
orientée vers la production de 1POH-testostérone, composé non aromatisable pouvant
influencer la différenciation sexuelle. Enfin, la liaison des stéroides sur leur récepteur
pourrait entrer en compétition avec un autre ligand produit sous 1’effet de la température
comme les protéines de chocs thermiques (Pratt W.B. et al., 1996). Pour le moment,
I’application de testostérone lors d’un chauffage de larves ZW a 32°C pendant toute la TSP
a donné un premier résultat, qui reste a confirmer, et qui semble conduire & une

L. 2
féminisation des larves ZW->2,

3) Autres génes susceptibles d'étre impliqués dans la différenciation gonadique

chez le pleurodéle

Puisque nous avons montré une différence d’expression de 1’aromatase chez le
pleurodele, nous avons étudié d’autres génes comme Sfl, Sox9 et Dmrtl. Ces génes
connus pour intervenir dans la différenciation sexuelle chez de nombreuses espéces de
vertébrés pourraient agir en amont de I’aromatase et participer a sa régulation au cours du
développement femelle, et éventuellement étre affectés par le traitement thermique.
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A) Expression de Sfl

Comme cela a déja été décrit chez les mammiféres, I’aromatase pourrait aussi étre
régulée par SF1 chez le pleurodéle (Lynch J.P. et al., 1993; Michael M.D. et al., 1995). Sfl
est le premier géne que nous avons isolé et étudié chez notre modele. Les transcrits Sfl
sont détectés tres tot au cours du développement urogénital, dés le stade 42 (Fig.49). Ils
sont présents avant les messagers aromatase qui ne sont détectés qu’a partir du stade 44.
Puis, les messagers Sfl augmentent significativement au cours de la différenciation
ovarienne comme chez le poulet, la grenouille Rana catesbeiana et I’alligator (Smith C.A.
et al., 1999a; Mayer L.P. ef al., 2002; Western P.S. et al., 2000; Mayer L.P. et al., 2002;
Western P.S. ef al., 2000). Cependant, 1’augmentation du niveau des transcrits Sfl chez les
larves ZW est tardive, elle n’est observée qu’au stade 55, aprés le début de la
différenciation histologique des gonades qui débute au stade 53. Le fait que nos analyses
n’aient pu étre réalisées que sur des complexes gonades-mésonéphros jusqu’au stade 54
pourrait expliquer ce résultat. En effet, des transcrits Sfl sont présents dans le
mésonéphros et pourraient masquer une différence gonadique avant le stade 55. Pourtant,
I’étude effectuée sur des gonades isolées prises au stade 55 aboutit & un résultat similaire a
celui observé sur des complexes gonades-mésonéphros. Bien que ’on ne puisse pas
exclure une différence significative plus précoce entre les larves ZW et ZZ, on peut
affirmer que le niveau de transcrits Sfl est significativement plus important dans les
gonades femelles au stade 55. Les profils d’expression de Sfl et de I’aromatase évoluent
de fagon identique : le niveau de leurs transcrits augmente pendant la différenciation
ovarienne. Cependant, cette expression différenticlle entre les larves ZZ* et ZW?® est
détectée un stade plus tét pour 1’aromatase, rejetant une éventuelle régulation de
I’aromatase par SF1. Toutefois, avant de pouvoir écarter complétement cette hypothése, il
est essentiel d’analyser 1’expression de Sfl sur des gonades isolées avant le stade 55. Pour
ce faire, I'utilisation d’autres techniques comme 1’hybridation in situ ou I’hybridation in
toto sur des larves au cours de la TSP permettront de répondre a ce point.

Si l'augmentation du niveau de transcrits Sfl dans les gonades ZW?>* débute
réellement au stade 55, alors Sf1 pourrait &tre régulé par les cestrogénes comme chez la
tortue Trachemys scripta (Fleming A. et Crews D., 2001). L’influence des cestrogénes sur
le niveau des transcrits Sfl n’a pas encore été analysée chez le pleurodéle. Cette étude est
prévue a court terme par des traitements avec des cestrogenes de larves ZZ prises au stade
55. Pour ce faire, des traitements courts de 2 a 4 jours seront effectués et le niveau de

transcrits Sf1 dans les gonades isolées sera mesuré par RT-PCR semi-quantitative.
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Tout comme I’aromatase, Sfl qui augmente au cours de la différenciation
ovarienne, pourrait aussi constituer une cible de la température. Ainsi, il est possible que la
température d’¢levage module le niveau d’expression de Sfl comme chez la tortue
Trachemys scripta (Fleming A. et Crews D., 2001). Les analyses d’expression ont révelé
que chez le pleurodéle, le niveau de transcrits Sf1 diminue dans les gonades isolées de
larves ZW*? au méme niveau que celui des larves ZZ*°. Puisque ce résultat n’est observé
qu’au stade 55, la modulation de I’expression de Sfl semble plus étre la conséquence du
début de la différenciation sexuelle plutét qu’un réel effet de la température. Afin de
préciser ’influence de la température sur le niveau d’expression de Sfl, il est nécessaire
d’opter pour des chauffages plus courts, de 48 heures environ, temps nécessaire pour que la
machinerie transcriptionnelle soit engagée. Ces études sont en cours au laboratoire.

En outre, il semble primordial de compléter nos données sur les transcrits par une
analyse d’expression de la protéine SF1 puisqu’il n’est pas exclu que des mécanismes post-

transcriptionnels soient mis en jeu.
B) Expression de Sox9

Le facteur de transcription SOX9, impliqué dans la différenciation des cellules de
Sertoli chez les mammiféres (Hanley N.A. et al., 2000) a ensuite été isolé et analys€ chez
le pleurodéle. Les transcrits Sox9 sont aussi détectés avant I’aromatase, dés le stade 42
dans les complexes gonades-mésonéphros males et femelles (Fig.49). Ils sont ensuite
observés a tous les autres stades de la TSP mais ne présentent pas de différence
significative entre les individus méles et femelles au moment de la différenciation sexuelle.
Cependant, comme pour Sfl, toutes les extractions avant le stade 55 ont été réalisées sur
des ensembles gonades-mésonéphros laissant supposer que 1’expression importante de
Sox9 dans le mésonéphros pourrait masquer une éventuelle différence dans les gonades. A
I’heure actuelle, il ne nous est donc pas possible de conclure sur ce qui se passe au cours de
la TSP. Néanmoins, en ’absence du mésonéphros au stade 55, aucune différence
significative n’a été mise en évidence entre les gonades males et femelles, malgré une
«tendance» en faveur des mailes. Toutefois, 1l est possible que les protéines SOX9
présentent une localisation intra-cellulaire différente entre les gonades males et femelles.
Effectivement, chez ’homme et la souris, la protéine SOX9 est transloquée du cytoplasme
vers le noyau dans I’embryon male tandis qu’elle est cytoplasmique chez la femelle

(Morais da Silva S. et al., 1996; De Santa Barbara P. et al., 2000). La présence de
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différents signaux de localisation nucléaire nNLS et ¢cNLS ainsi qu’un signal d’export
nucléaire (NES) ont été décrits (Preiss S. ef al., 2001; Argentaro A. et al., 2003; Gasca S.
et al., 2002). La comparaison de la séquence protéique SOX9 du pleurodéle avec celle
d’autres especes montre que les différents signaux de transport sont bien conservés chez
notre modele. Afin de pouvoir conclure sur le réle de SOX9 dans la différenciation
testiculaire chez notre modele, il est essentiel de définir sa localisation par
immunohistologie au cours du développement. Actuellement, une protéine recombinante
SOX9 a été produite au laboratoire dans le but d’obtenir les anticorps nécessaires a cette
¢tude (non publié¢). En outre, nous pouvons envisager qu’une autre protéine SOX pourrait
étre impliquée au cours de la différenciation testiculaire chez le pleurodele. Effectivement,
Sox8, un gene proche de Sox9, est exprimé au cours de la différenciation sexuelle chez la
souris (Takada S. et Koopman P., 2003). La recherche d’autres protéines SOX qui
pourraient exercer des fonctions redondantes avec SOX9 est a envisager chez le
pleurodele.

Sox9 ne semble pas étre une cible de la température puisqu’aucune différence
significative au niveau des transcrits n’a été détectée entre les larves ZZ*°, ZW? et ZW>.
Néanmoins, la présence d’un domaine de liaison conservé pour la protéine HSP70 au sein
de la protéine SOX9 du pleurodéle suggére une interaction possible HSP70-SOX9 lors de
I’inversion sexuelle induite par la température. Ce type d’interaction a déja été mis en
évidence dans des lignées cellulaires testiculaires et chondrocytaires de mammiféres
(Marshall O.J. et Harley V.R., 2001). Chez le pleurodéle, la protéine HSP70 est induite par
la température et le niveau de protéine reste élevé pendant toute la période du chauffage
des larves ZW a 32°C (résultats non publiés). Il est possible que cette interaction SOX9-
HSP70 puisse modifier la différenciation gonadique lors du chauffage des larves ZW a
32°C puisque les messagers Sox9 et la protéine HSP70 sont présents. Actuellement, la

possibilité d’une telle interaction est en cours d’étude.

C) Expression de Dmrtl

DMRTI1, un facteur de transcription essentiel dans la différenciation testiculaire,
conservé chez les vertébrés, a aussi été isolé chez le pleurodele. L’analyse de la
distribution de ses messagers dans les différents tissus adultes du pleurodéle montre une
expression spécifique du testicule, en accord avec ce qui a été décrit chez les autres

espéces. Au cours du développement, les transcrits Dmrtl sont détectés trés tot, dés le
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début de la TSP, chez les larves ZZ et ZW. Cependant, contrairement aux autres mod¢les,
le niveau des transcrits Dmrt1 devient significativement plus important dans les gonades
des larves femelles par rapport a celles des larves males a partir du stade 55. Ce profil est
maintenu jusqu’a la métamorphose, au stade 56, avant de s’éteindre dans 1’ovaire juvénile.
D’aprés ces résultats, Dmrtl semble avoir gardé une fonction dans le testicule adulte mais
au cours de la différenciation gonadique, le profil d’expression laisse supposer qu’il est
impliqué dans le développement ovarien. Toutefois, les preuves ne sont pas suffisantes
pour affirmer un réle de Dmrtl au cours de la différenciation femelle chez le pleurod¢le.
Dans un premier temps, il est nécessaire de vérifier que les messagers détectés dans les
complexes gonades-mésonéphros par RT-PCR sont bien codants. Effectivement, chez la
souris, il a été démontré que Dmrtl est transcrit mais pas traduit dans les cellules
germinales du testicule feetal (Raymond C.S. ef al., 2000). Le méme phénomene a aussi été
décrit pour le géne Fox12 (Cocquet J. et al., 2002). 11 est également important que 1’on
détermine la localisation cellulaire des messagers ainsi que des protéines DMRT1 au cours
de la différenciation sexuelle dans les gonades de larves ZZ et ZW. Chez le 1ézard Calotes
versicolor, des transcrits Dmrtl ont été¢ observés dans les cellules germinales males et
femelles et sont présumés intervenir dans la gamétogenése (Sreenivasulu K. et al., 2002).
Pour le moment, ce travail n’a pu étre effectué par manque d’anticorps anti-DMRT1 de
pleurodéle. En outre, des messagers incomplets susceptibles de produire des isoformes
tronquées de la protéine DMRT! ont été isolés. Afin de confirmer que les précédents
produits amplifi¢s par PCR correspondent bien au géne Dmrtl, les deux isoformes
tronquées ainsi que 1’isoforme compléte ont €té vérifiées par séquengage. Une variation
dans le niveau des transcrits de ces différentes isoformes pourrait expliquer 1’augmentation
de Dmrtl au cours de la différenciation ovarienne. Cependant, le niveau des différents
transcrits ne semble pas présenter de variations entre les sexes. Il est aussi possible que
d’autres protéines a domaine DM aient été recrutées pour participer a la différenciation
sexuelle chez le pleurodéle. En effet, chez le tilapia, un géne DMO, proche de DMRT1 est
spécifique de l'ovaire (Guan G. et al., 2000). Chez la souris, sept génes (Dmrt1-7) ont été
isolés dont trois qui sont exprimés en plus de Dmrtl durant la différenciation gonadique :
Dmrt4 identique dans les deux sexes, Dmrt3 plus fort chez les embryons males et Dmrt7
plus fort chez les embryons femelles (Kim S. et al., 2003). La recherche d’autres protéines
a domaine DM chez le pleurodéle est a considérer.

En ce qui concerne I’effet de la température, les résultats montrent que le profil

. 2 \ . 2 (s
d’expression des larves ZW>? est comparable & celui des larves ZZ*°, comme cela a été

158



Conclusions et perspectives

observé pour Sfl. Cela confirme bien que le niveau de transcrits est plus faible au cours de

la différenciation male par rapport a la différenciation femelle.

D) Recherche d’une cible de la température

La différenciation testiculaire induite par le chauffage des larves ZW a 32°C
pendant toute la période thermosensible est confirmée au niveau moléculaire puisque les
profils d’expressions pour les différents génes étudiés, aromatase, Sfl, Sox9 et Dmrtl sont
similaires a celui des méles ZZ*°.

La température semble plutdt agir indirectement sur les genes étudiés, aromatase,
Sf1, Sox9 et Dmrtl, puisque les différences observées entre les larves ZW>? et ZW?
surviennent assez tardivement, au stade 54 ou 55. Afin de rechercher un facteur plus
précoce impliqué dans le processus d’inversion sexuelle sous I’effet de la température,
nous avons réalisé une banque différentielle & I’aide du kit (PCR—SelectTM cDNA
substraction kit, Clontech). Pour ce faire, les messagers de larves ZW ont été prélevés au
stade 52, avant le début de la différenciation gonadique et au moment ou il a été démontré
que l'activité aromatase augmente dans les gonades femelles. Au cours de ce travail, le
résultat des deux soustractions a donné de nombreux clones dont ’analyse n’a pu étre
qu’entamée. Néanmoins, les premiers résultats sont encourageants puisque les clones isolés
correspondent a des ARNm et que les différentes amorces utilisées au cours du protocole
sont retrouvées. Il est dommage qu'aucun des trois clones isolés n'ait pu &tre identifié.
Toutefois, l'analyse de la banque continue au laboratoire et nous espérons aboutir a
I’identification d’un géne différentiellement régulé par la température lors de I’inversion

sexuelle.

II) Le cerveau n’est pas un site de réponse a la température chez notre
mod¢éle

Puisque I’augmentation de ’expression ou de l’activité aromatase gonadique n’est
détectée qu’a la fin de la TSP, le cerveau a €té suppos¢ jouer un réle de relais chez notre
modéle comme cela a été suppos€ chez les tortues Malaclemys terrapin et Trachemys
scripta (Jeyasuria P. et Place A.R., 1998; Willingham E. et al., 2000). Cependant, les
études effectuées au cours du développement n’ont révélé aucune différence ni pour
I’activité de I’aromatase, ni pour son expression entre les cerveaux de larves ZZ*°, ZW ou

ZW*?, excluant ’aromatase comme cible de la température dans les cerveaux larvaires. La
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méme analyse a été effectuée pour le gene Sf1. Comme pour I’aromatase, son expression
cérébrale n’est pas modifiée au cours de la différenciation sexuelle quels que soient le
stade et le sexe des larves. Par conséquent, le cerveau ne semble pas étre un site relais
contrélant la différenciation gonadique chez notre modele au regard des résultats obtenus
avec les génes Sfl et aromatase. Pour confirmer cela, I’étude d'un certains nombres de
geénes sera effectuée sur des complexes gonades-mésonéphros en culture, hors de toute

influence d'autres organes stéroidogéniques, comme le cerveau.

1II) Perspectives

1) Expression des différents génes au cours de la différenciation gonadique

Au terme de ce travail, plusieurs génes ont été isolés chez le pleurodele et 1'étude de
leur implication dans la différenciation male ou femelle a été amorcée par I’analyse de leur
profil d’expression par RT-PCR semi-quantitative. Cependant, cette technique a révélé de
nombreuses limites avec notamment deux problemes majeurs.

Le premier concerne la séparation des complexes gonades-mésonéphros.
Effectivement, nous n’avons pu isoler les gonades qu’a partir du stade 55. Avant ce stade,
toutes les analyses ont été effectuées sur des ensembles gonades-mésonéphros ce qui pose
probléme lorsque les génes sont aussi exprimés dans le mésonéphros comme Sox9 et Sf1.
Aussi, ’amélioration des techniques de dissection est a envisager de fagon a éviter tous les
problémes liés a 1’éventuelle influence du mésonéphros sur les résultats de RT-PCR. La
mise au point d’autres techniques permettant de pallier le probléme du mésonéphros par
RT-PCR pour les génes Sox9 et Sfl a déja été envisagée. Actuellement, des études par
hybridation in situ sont en cours en collaboration avec le docteur Duterque de I'lnstitut de
Biologie de Lille (UMR 8526 CNRS).

L’autre probléme est 1ié a I’hétérogénéité du développement des larves. La table de
développement définie par Gallien et Durocher est fiable jusqu’au stade 52. Cependant
apres ce stade, les critéres utilisés pour caractériser les stades larvaires ne sont plus assez
précis car le temps écoulé entre deux stades est long et le développement des larves trés
hétérogene. Par conséquent, il serait nécessaire de définir de nouveaux critéres afin de
cibler plus précisément chaque étape du développement. Par exemple, en plus des critéres
morphologiques, I’ajout du facteur temps permettrait de pallier ces variations.

Par conséquent, si la technique de RT-PCR semi-quantitative a permis d'aborder le
profil d'expression des différents génes isolés, l'utilisation d'autres techniques comme
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I'hybridation in situ ainsi que l'hybridation in foto permettront de compléter les résultats
obtenus et de conclure quant & la distribution cellulaire et subcellulaire des messagers,
notamment pour Sfl et Sox9.

Les analyses d'expression et de localisation protéique pourront probablement
expliquer les résultats observés par RT-PCR, particuliérement pour Sox9. Cependant, le
probléme majeur chez notre modéle est le manque d’anticorps disponibles dans le
commerce. Pour la protéine SF1, Pimmunsérum utilisé par Mayer et al. (2002) sur la
grenouille Rana Catesbeiana a été testé chez notre modele. Malgré de nombreux essais,
aucun signal n’a pu étre obtenu présumant que ces anticorps ne reconnaissent pas la
protéine SF1 du pleurodéle. Pour pallier ce manque d’anticorps, la production de protéines

recombinantes ou la synthése de peptides ont été entreprises au laboratoire.
2) Recherche d'un facteur thermosensible

La recherche d’un facteur thermosensible impliqué dans I’inversion du sexe reste
un point important a élucider. Pour le moment, aucun des génes précédemment étudiés ne
semble étre influencé directement par la température. Toutefois, la banque différentielle
n’a pas ét¢ complétement analysée et la possibilité de mettre en évidence un facteur
thermosensible semble prometteuse. Par conséquent, au regard des premiers résultats
obtenus, I’analyse de la banque présente un intérét et se poursuit actuellement au
laboratoire.

Toutefois, il est possible qu'une interaction telle que HSP70-SOX9 puisse exister
chez le pleurodéle et modifier la différenciation gonadique des larves ZW*2. Une étude
plus compléte comprendra un suivi plus précis de l'expression de HSP70 ainsi que sa
localisation cellulaire. Nous disposons d'anticorps anti-HSP70 de pleurodele et nous
devrions obtenir rapidement des anticorps anti-SOX9 qui devraient nous permettre de
savoir si SOX9 et HSP70 sont co-localisés. La possible interaction entre ces deux protéines

est actuellement en cours d'étude in vitro.
3) Mise au point d'un modé¢le in vitro

Jusqu’a présent, toutes les études ont été effectuées in vivo puisqu’aucun modéle in
vitro n’a été mis au point chez le pleurodele. Actuellement, la réalisation de cultures

organotypiques a débuté au laboratoire. Grice a ces cultures de complexes gonades-
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mésonéphros ou de gonades isolées, l'influence de la température mais aussi celle de
nombreuses hormones pourront étre directement testées au cours de la différenciation
gonadique. En outre, cela nous permettra de confirmer que le cerveau n’intervient pas au
cours de la différenciation sexuelle. Les premiers essais de culture ont été effectués sur des
ensembles gonades-mésonéphros. Ils ont été mis en culture pendant 48 heures soit a 20°C,
soit & 32°C, puis ils ont été examinés par la mesure de 'activité aromatase, mais aussi par
analyse de l'expression des génes aromatase et Sf1 par RT-PCR semi-quantitative. Pour le
moment, les études réalisées nous permettent de progresser sur les conditions et la mise au

point des cultures in vitro.

4) Etude fonctionnelle des différents génes

Les études fonctionnelles de ces génes concernent une perspective d plus long
terme. Pour une telle analyse, la technique de I'interférence ARN semble étre la plus
appropriée puisqu’il est impossible d’espérer réaliser un knock-out chez le pleurodele a
cause de la répétition importante de son ADN. Une construction en téte béche, permettant
de conduire a la formation d'ARN repli¢ en €pingle a cheveux, a été effectuée pour le géne
de l'aromatase au laboratoire. Un premier essai d'injection de cet ARN double brin par
électroporation dans des embryons de pleurodéle au stade gastrula, neurula et bourgeon
caudal a été réalisé. Les premiers résultats ont révélé que cette injection n'avait pas
d'influence sur le développement embryonnaire et larvaire. Si un modéle de différenciation
gonadique in vitro était disponible, I’approche par interférence ARN serait applicable aux

organes isolés.
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Effects of Androgens on Sex Differentiation

of the Urodele Pleurodeles waltl
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ABSTRACT  In nonmammalian vertebrates, steroids have been hypothesized to induce somatic
sex differentiation, since manipulations of the steroidal environment of gonads have led to various
degrees of sex reversal. Whereas the critical role of estrogens in ovarian differentiation is well
documented, studies on androgens have produced a perplexing variety of results depending upon
species variations and nature of androgens used. In this way, testosterone induces masculinization of
females in some species but provokes paradoxical feminization of males in many other species such
as the urodelan Pleurodeles waltl. In reptiles this phenomenon could be interpreted by conversion of
exogenous testosterone to estradiol by aromatase. Treatments of Pleurodeles larvae with
nonaromatizable androgens bring support to this hypothesis and suggest a role of androgens in
sex differentiation. Dihydrotestosterone (DHT) could not induce the paradoxical feminization of ZZ
larvae. In addition, DHT as well as 11B-hydroxy-androstenedione could drive a functional male
differentiation of ZW larvae. Moreover, other 5o reduced androgens also induced sex reversal of
female larvae. Yet, the 5a reductase inhibitor CGP 53133 and antiandrogens such as flutamide or
cyproterone acetate did not exert any effect on male sex differentiation of ZZ larvae. Though the
precise role of androgens is still unknown, especially for 11-oxygenated androgens, our results
suggest an implication in male sex differentiation. In this way, testosterone could play a pivotal role
in being metabolized either into other androgens during testis differentiation or into estradiol during

ovarian differentiation. J. Exp. Zool. 296A:46-55, 2003.

INTRODUCTION

Numerous studies have focused on implication
of steroid hormones in sex differentiation of
vertebrates. In mammals, pioneering works of
Jost (°53) have demonstrated that steroids control
genital ducts differentiation and secondary sex
characteristics development whereas in lower
vertebrates, steroids act at a primary step of sex
differentiation. Indeed, treatments of embryos or
larvae with hormones, anti-hormones or steroido-
genesis enzyme inhibitors have led to sex reversal
in fishes (review Hunter and Donaldson, ’83; Borg,
'94), amphibians (review Hayes, '98), reptiles
(Pieau et al., 94, 2001) and birds (Scheib, ’83).

The central role of estrogens in female sex
differentiation has been pointed out and described
in species with temperature-dependent sex deter-
mination (TSD) as well as in species with
genotypic sex determination (GSD). In the first
case, estradiol counteracts temperature effect as in
reptiles with TSD where incubation of eggs at a
masculinizing temperature in the presence of
estradiol leads to hatching of females. Moreover,
estradiol sensitive period correlates with thermo-

© 2003 WILEY-LISS, INC.
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sensitive period (Crews et al., ’89, '91). In all
species studied, a high activity of the estrogen
synthesizing enzyme aromatase is correlated with
ovary differentiation. Besides, in all vertebrate
classes, mammals excepted, aromatase inhibitor
treatments have led to various degrees of mascu-
linization including, in some species, complete and
functional sex reversal (Elbrecht and Smith, '92;
Yu et al., ’93; Dorizzi et al., ’94; Piferrer et al., ’94;
Chardard and Dournon, ’99).

Potential role of androgens in male differentia-
tion is more controversial. Sex reversal of female
embryos by androgens is observed in many
species. In fish, functional sex reversal of geno-
typic female XX embryos occurs with methyltes-
tosterone in the medaka Oryzias latipes
(Yamamoto, ’58) and in rainbow trout (Cousin
et al., ’89). A natural androgen, 11f-hydroxyan-
drostenedione (11BOHA) also shows high mascu-
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linizing potential in rainbow trout (van den Hurk
and van Oordt, '85) and in Oreochromis niloticus
(Baroiller and Toguyeni, '96). Indeed, 11-oxyge-
nated androgens could act in many aspects of male
physiology in fish (Borg, '94). In reptiles, up to
now, a masculinizing effect of testosterone has
been described in only one species : the lizard
Calotes wversicolor (Ganesh and Raman, ’95).
Interestingly, in this species, estradiol and tem-
perature have no effect on sex differentiation. In
reptiles with TSD, testosterone applied to embryos
incubated at masculinizing temperature induces
feminization (Pieau, ’74; Gutzke and Bull, ’86;
Crews et al., ’89; Wibbels and Crews, '92). This
paradoxical effect has been interpreted as a
conversion of exogenous testosterone in estradiol
by aromatase. Studies have then focused on
nonaromatizable androgens. Indeed, in addition
to its metabolization into estradiol by aromatase,
testosterone may be modified in dihydrotestoster-
one (DHT) by 5o reductase. In the turtle Tra-
chemys scripta, DHT increases the percentage of
males obtained at the transition temperature at
which both sexes are ordinary produced in equal
proportions (Crews and Bergeron, ’94). Conver-
sely, reductase inhibitor applied at the same
temperature increases female percentage, and
finally, simultaneous supply of DHT and estradiol
gives intersexes that are not currently observed in
this species (Crews and Bergeron, '94). However,
these effects are not observed at feminizing
temperature where 100% females are produced,
suggesting for 5u reductase a less important role
than that of aromatase.

In amphibians, androgen treatments have led to
different results (Adkins-Regan, ’87; Hayes, "98).
Testosterone can masculinize female tadpoles in
Ranidae and Hylidae (Gallien, ’62; Saidapur et al.,
2001) whereas in urodelan Triturus, Ambystoma
and Pleurodeles it causes paradoxical feminization
of males (Gallien, ’62; Hayes, '98). Even if the
hypothesis of aromatization could explain the
paradoxical effect observed in amphibians, this
was not confirmed by the use of nonaromatizable
androgens in these vertebrates. Indeed, addition
of DHT to Bufo bufo tadpoles maintained gonads
in an undifferentiated state (Petrini and Zaccanti,
'98).

In the urodele Pleurodeles waltl, the paradoxical
effect of testosterone was demonstrated by Gallien
(’54). In this species, GSD is performed by the ZZ/
ZW system of sex chromosomes. However, rearing
at a temperature of 32°C induces ZW larvae to
differentiate as functional males as long as the

treatment occurs during the so-called thermosen-
sitive period (Dournon and Houillon, ’85) ranging
from larval stage 42 to 54 according to Gallien and
Durocher’s developmental table ('57). Estradiol or
testosterone feminize ZZ larvae (Gallien, ’54) and
aromatase inhibitor masculinizes ZW larvae when
treatments are applied from the beginning of sex
differentiation at stage 52 up to metamorphosis at
stage 56 (Chardard and Dournon, ’99).

The aim of this work was to better understand
the role played by androgens in male differentia-
tion and the paradoxical effect of testosterone in
amphibians. In order to avoid interactions with
aromatase expression, treatments with nonaroma-
tizable androgens were applied to larvae. Our
results demonstrate that nonaromatizable andro-
gens induce sex reversal of ZW larvae. In the same
experimental conditions, no paradoxical effect on
ZZ larvae sex differentiation could be observed
suggesting that the effect of testosterone pre-
viously described could have been the result of
an enhanced aromatase expression.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Animals were reared in our laboratory. Uni-
sexed male larvae were obtained from crosses
between a ZZ male and a ZZ neofemale produced
by estradiol treatment (offspring references G96,
196 and V97). Unisexed female larvae were
obtained from crosses between a standard ZZ
male and a WW female previously obtained from a
cross between a thermoneomale ZW and a stan-
dard ZW female (offspring references G98 and
A01). Other crosses were performed between a ZW
neomale and a ZW standard female (offspring
references U95 and H98).

Determination of sexual genotype

In Pleurodeles waltl, sexual genotype can be
determined from electrophoretic pattern of pepti-
dase 1, a sex-linked dimeric enzyme (Ferrier et al.,
’80). The extremity of the tail of the animals was
removed and homogenized in 50mM TrisHCL,
2,5mM MgClz, 25mM NaCl buffer. Samples were
run on a 9% stacking, 12% running starch gel. Z
and W-linked forms of peptidase were revealed by
hydrolysis of valyl-leucine substrate coupled with
peroxidase colored reaction. A three banded
pattern indicates heterogametic ZW individuals,
and a one banded pattern homogametic ones (ZZ
or WW).
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In the present study, genotyping was performed
on each parent, on progenies of ZW x ZW crosses
and on progenies of androgen reversed animals,

Treatments

Pleurodeles larvae were treated as previously
described (Chardard and Dournon, ’99). Animals
were reared at room temperature in tap water (15
larvae in 4l per tank) containing 100, 400 or 500
pg/l of steroid as a dilution of a stock solution
(dmg/ml) in absolute ethanol (see Table 1).
Control larvae received only 400ul ethanol. Water
and steroid were renewed three times a week
following the feeding of larvae.

All steroids, dihydrotestosterone benzoate
(DHT), androsterone (AST), B5a-androstane-3q,
17f-diol (3a-diol), BHo-androstane-3B, 17p-diol
(3B-diol), 11B-hydroxyandrostenedione (11pOHA),
estradiol benzoate (E2) and anti-androgens,
flutamide and cyproterone acetate (CPA)
were purchased from Sigma corporation.
Reductase inhibitor CGP 53133 was supplied by
Novartis.

All treatments were realized either during
hormonosensitive period from stage 52 (three
fingers formed at hind limbs) to the end of
metamorphosis at stage 56 (Gallien, '51; Chardard
and Dournon, ’99) or during thermosensitive
period from stage 42 (three fingers at fore limbs)
to stage 54 (all fingers at hind limbs) (Dournon
and Houillon, ’85). Thermosensitive period begins
roughly two weeks after hatching and lasts two

months, while hormonosensitive period lasts
about four months.

Diagnostic of gonadic sex was realized at
metamorphosis by examination of gonads after
dissection of anaesthetized animals. Following
treatment with either DHT or 11BOHA, some
animals were raised up to adulthood and mated
to test their fertility.

Histology

After metamorphosis, animals were sacrificed
for gonadic sex determination. Following the
diagnostic, gonads were processed for histological
analysis. Tissues were fixed in Bouin’s solution,
imbedded in paraffin and sectioned at 7um
thickness. Slides were finally colored with hema-
toxylin-eosin.

RESULTS

DHT induces no paradoxical effect

By treating larvae of standard offsprings
with a water-alcohol solution of testosterone
propionate in a concentration of 500 pg/l, renewed
every three days, 95% adult females are obtained
versus 47% in control batch (Gallien, ’50, ’54). We
applied DHT at the same concentration to ZZ
larvae during the hormonosensitive period. No
effect was observed on sexual differentiation
(Table 1). Newly metamorphosed animals pre-
sented testes similar to those of controls (not
shown) and developed at maturity into fertile
males.

TABLE 1. Effects of androgens on sex differentiation of Pleurodeles waltl

Number of Genotype Genotype

Offspring  treated of of Y% sex
Steroid Dose reference larvae parents  progeny Surviving Males Intersexes Females reversal
Control  Ethanol alone G98 25 ZZXWW W 22 0 0 22 0
DHT 500ug/1 U95-H98 100 ZWxWW 77 16 16® 0 0 0
ZW 46 34° 3 9 80
WW 14 7 1 6 57
AST 400pg/1 G98 30 Z7ZxWW YAV 25 16 1 8 68
3a-diol 400ug/1 G98 30 ZZsWW ZW 26 6 4 16 38
3p-diol 400pg/1 G98 30 ZZXWNW ZW 20 3 1 16 20
11BOHA 100pug/1 G98 30 ZZxsWW W 25 0 2 23 8
11OHA 400pg/l G98 30 2ZxWW W 28 28°¢ 0 0 100

Treatments were realized from stage 52 to stage 56

% sex reversal is the ratio of number of males and intersexes on total number of surviving animals.
*6 of these ZZ animals were raised to adulthood and mated to confirm fertility.
b9 of these ZW animals were raised to adulthood and mated to confirm fertility.
°6 of these ZW animals were raised to adulthood and mated to confirm fertility.
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DHT induces masculinization
of genetic females

DHT was then tested on genetically female
larvae. The nonaromatizable androgen was ap-
plied not only on ZW larvae but also on WW larvae
obtained from a cross between a thermoneomale
ZW and a standard ZW female. DHT induced a
significant percentage of sex reversal although it
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proved toxic when compared to ethanol alone: 80%
of ZW and 57% of WW larvae developed in males
or intersexes when treated at 500ug/l (Table 1).
Histological examination was performed after
metamorphosis. At this stage of development
(stage 56), testes of control animals appear with
a thin cortical epithelium later differentiating in
albuginea, and at the middle of the gonad,
mesenchymal tigsue with somatic medullary cells

Fig. 1 : Structure of gonads of P. waltl at metamorphosis.
A: control testis. B: control ovary. C: testis of a ZW individual
treated with DHT. D: undifferentiated gonad of a WW
individual treated with DHT. E: ovotestis of a ZW individual

treated with 11BOHA. F: testis of a ZW individual treated
with 11BOHA. ge = germ cell, o = oocyte, 1 = lacuna, fb = fat
body. Bar is 100um.
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enveloping germ cells (Fig. 1A). By contrast,
ovaries show a lacunar medulla and a well
developed cortex containing germ cells entering
oogenesis (Fig. 1B). In DHT treated ZW larvae,
histological analysis revealed normal testes
although smaller than those of control males and
containing few germ cells (Fig. 1C). In a number of
cases, especially in WW treated animals, gonads
were very reduced, completely disorganized, fused
with fat body and contained very few germ cells
(Fig. 1D). ZW larvae reversed by DHT reproduced
as males when raised up to adulthood. Among 35
crosses performed with 9 of these neomales, 17%
produced progeny containing ZZ, ZW and WW
animals. This percentage is consistent with those
obtained from crosses routinely performed be-
tween standard animals. Owing to reduced num-
ber of treated animals, the fertility of WW sex
reversed animals could not be tested.

Treatments with DHT metabolites, androster-
one (AST), ba-androstane-3a, 173-diol (3adiol) and
Bo-androstane-3p3, 17p-diol (3fdiol) were also
tested on female sex differentiation. Although less
toxic than DHT, these androgens proved also less
efficient in masculinization : sex reversal percen-
tages were respectively 68% for AST, 38% for
3adiol and 20% for 3Bdiol compared to 80% for
DHT (Table 1). Histological examination revealed
gonads similar to those of DHT treated larvae (not
shown).

Inhibitors of androgenic pathway have no
effect on male sex differentiation

To test the specificity of androgen-induced sex
reversal, ZZ larvae were treated with inhibitors of
androgenic pathway (Table 2). The 5a reductase
inhibitor, CGP 53133 (Hausler et al., 96) had no
effect on male sex differentiation at either dose of
0.4 and 1mg/l. Besides, the anti-androgens cypro-
terone acetate and flutamide did not induce
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feminization when applied to ZZ larvae at the
concentration of 500ug/1.

11BOHA has a high masculinizing effect on
female larvae

Since the inhibitors of the androgenic pathway
did not affect male differentiation of the gonad,
11BOHA, another nonaromatizable androgen, was
used to confirm the effects of DHT. The results
revealed that 11pOHA possessed a higher effi-
ciency than DHT : it induced 100% of sex reversal
when used at 400ug/l on ZW larvae (Table 1), This
effect was dose-dependent since at 100 pgfl,
11BOHA induced a slight masculinization (8 %)
with only two intersexed animals over 25 indivi-
duals (Fig. 1E). In contrast, at the same dose (100
ug/D), we observed that estradiol benzoate induced
complete sex reversal of ZZ males as previously
reported (Gallien, ’51). ZW sex reversed animals
by 11BOHA showed normal testes (Fig. 1F) but
smaller than control testes of untreated ZZ
animals (Fig. 1A). When raised up to maturity,
11BOHA reversed animals developed in functional
ZW males. Among 16 crosses performed with 6 of
these neomales, 12% produced progeny. This
percentage is consistent with those obtained from
crosses between standard animals. When mated
with standard ZW females, these neomales sired
offspring with 25% Z7Z males, 50% ZW females and
25% WW females as expected and as usually
observed with neomales produced by thermal
treatment (Dournon and Houillon, ’84).

11BOHA and estradiol induce sex reversal
when applied during thermosensitive
period

Experiments were also designed to specify
differences between thermosensitive and hormo-
nosensitive periods in Pleurodeles waltl (Table 3).
The former was described as the shortest period
during which temperature can sex reverse all ZW

TABLE 2. Effects of androgenic pathway inhibitors on sex differentiation of Pleurodeles waltl

Number  Genotype Genotype
Offspring  of treated of of
Inhibitor Dose reference larvae parents progeny  Surviving Males Intersexes Females
Control Ethanol alone Vo7 25 YNAIHA 77 21 21 0 0
CGP 400pg/1 196 15 27377 77 10 10 0 0
CcGP 1mg/l Va7 30 77x7Z Z7Z 29 29 0 0
Flutamide 500pg/1 V97 30 YAHIHA ZZ 28 28 0 0
CPA 500ug/l Va7 15 L1377 ZZ 14 14 0 0

Treatments were realized from stage 52 to stage 56.
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TABLE 3. Comparison of treatments with estradiol and 11f-hydroxy-androstenedione applied during thermosensitive
(stage 42 to 54) or hormonosensitive period (stage 52 to 56).

Number of Genotype Genotype

Period of Offspring  treated of of % sex
Steroid  Dose treatment reference  larvae parents progeny Surviving Males Intersexes Females reversal
11BOHA 400pg/l  52-56 G98 30 27ZxWW ZW 28 28 0 0 100
11BOHA 400ug/l 42-54 A01 30 LZZxWW W 22 13 1 8 64
E2 100pg/1 52-56 G96 64 77377 77 50 2 0 48 96
E2 100pg/l 42-54 BO1 30 77x77. 77 26 1 0 25 96

sex reversal is the ratio of number of sex reversed individuals on total number of surviving animals.

larvae exposed to 32 °C (stage 42 to 54) (Dournon
and Houillon, ’85) while the latter was described
as the efficient period for sex reversal of ZZ larvae
by estradiol (stage 52 to 56) (Gallien, ’51, ’54).
Stage 53 is the first stage at which sex differentia-
tion of the gonads can be observed by microscopic
histological examination. In order to compare both
periods, potent steroid treatments were tested
during thermosensitive period. 11BOHA induced
13 of 22 surviving ZW larvae to develop in males
(64% of sex reversal). So, this treatment was less
efficient than those applied during the hormono-
sensitive period (100% of sex reversal). In con-
trast, K2 gave similar results for both periods
in reversing nearly all exposed ZZ larvae (96% of
sex reversal).

DISCUSSION

The critical role of aromatase and estrogens in
ovarian differentiation has been early hypothe-
sized and is now well established in fish (Baroiller
and D’Cotta, 2001), amphibians (Hayes, ’98),
reptiles (Pieau et al.,, 2001) and birds (Vaillant
et al., 2001).

On the other hand, the role of androgens in
testis differentiation is a much more debated
question, especially in amphibians. Extensive
works have shown steroid-induced sex reversal
but produced perplexing variety of results (re-
viewed by Hayes, '98; Wallace et al., ’99). Various
effects were observed following steroid treatments
depending on species, doses and periods of
application of the steroid. Moreover, identification
of sex-reversed individuals is often difficult as
most species lack detectable sex chromosomes.
Testosterone can induce masculinization in some
anurans such as ranidae but has no effect in others
such as the pipidae Xenopus laevis and some
bufonidae. However, testosterone induces para-
doxical feminization of males in urodelan such as
Ambystoma, Hynobius and Pleurodeles (reviewed

by Hayes, '98; Wallace et al., ’99). This feminizing
effect of testosterone has been also described in
TSD reptiles. Indeed, application of testosterone
to eggs incubated at male determining tempera-
ture leads to hatching of females (Pieau, '74;
Crews et al, '91). In reptiles, this effect of
testosterone was interpreted as a conversion of
exogenous testosterone in estradiol by aromatase.
The absence of paradoxical effect of nonaromatiz-
able androgens confirmed this hypothesis (Crews
et al., ’96).

The use of nonaromatizable androgens may also
help to test this hypothesis in amphibians. Never-
theless, these steroids were used only in a few
studies without any significant effect on sex
reversal. For instance, in Bufo bufo, administra-
tion of DHT, a major nonaromatizable androgen
in vertebrates, to male and female tadpoles,
maintained gonads in an undifferentiated state
{(Petrini and Zaccanti, *98). However, the results
presented here show that DHT has no effect on
male differentiation of Pleurodeles waltl ZZ larvae.
Used at the same concentration, testosterone was
reported to provoke female differentiation of ZZ
larvae (Gallien, ’54). Together, these results
strongly suggest that the paradoxical effect of
testosterone on Z7Z Pleurodeles larvae is the result
of its aromatization by P450 aromatase. This is in
agreement with other results previously obtained
in several reptile species.

Moreover, the lack of paradoxical effect ob-
served with DHT is probably not an artifact
because when used at the same dose on either
ZW or WW animals, DHT induced masculiniza-
tion. Gonads of DHT reversed animals were
smaller than those of control males. This was also
observed in other cases of sex reversal such as
11BOHA treatment, aromatase inhibitor treat-
ment (Chardard and Dournon, ’99) or heat
treatment (our unpublished results). The reason
for such a difference in the size of the organ is
unknown. This might be due to treatment effects
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on the hypothalamic pituitary gonadal axis. How-
ever, ZW neomales were fertile and their progeny
demonstrated without any doubt sex reversal.

In the same way in Pleurodeles waltl, metabo-
lites of DHT such as 3u-diol, 3B-diol and AST,
although less efficient, could also induce masculi-
nization of ZW larvae. Similar results have been
obtained in the TSD turtle Trachemys scripta
where DHT and its metabolites raise male
percentage at temperatures usually producing
female-biased sex ratios (Crews et al., ’96). Con-
versely, DHT had no effect in Alligator mississi-
piensis (Lance and Bogart, '94).

In Pleurodeles waltl, we show that the ba
reductase inhibitor CGP 53153 (Hausler et al.,
’96) has no effect on male differentiation. How-
ever, in reptiles, application of 5a reductase
inhibitors resulted in producing significant num-
ber of females at a male biased temperature in
Trachemys scripta (Crews and Bergeron, '94). It
should be noticed that effects described for DHT
and 5a reductase inhibitors in this species were
not obtained at temperatures yielding 100% males.
In tadpoles of the amphibia Rana dalmatina and
Bufo bufo, the 5o reductase inhibitor, androsten-
3one 17B carboxylic acid accelerated ovarian
differentiation although no sex reversal occured
(Zaccanti et al., "94; Petrini and Zaccanti, ’98). In
addition to those of the present study, these
results disagree with a role of 50 reduced andro-
gens in testis differentiation. Nevertheless, one
might argue that these results are related to
the lack of specificity of CGP 53133 against the
amphibian enzyme. This hypothesis could
be tested by using either higher doses of
CGP53133 or other 5o reductase inhibitors. In
addition, it should be noticed that androgens
physiologically required during sex differentiation
are unknown in Pleurodeles waltl. In adult males,
testosterone is the major circulating androgen : it
represents 40 to 70% of androgens while levels of
DHT are low (<2-3 ng/m}), levels of A4 andros-
tenedione very low (< 1 ng/ml) and 178 estradiol is
rarely detectable (Garnier, ’85). In adult testis,
most abundant steroids are, in decreasing order of
concentration, A4 androstenedione, estrone, pro-
gesterone, testosterone while other steroids such
as 5o reduced androgens (DHT and 5a-diols) and
estradiol are present in very low quantities
(Boujard et al., ’83).

In order to specify masculinizing effects of
androgens, ZW larvae were also treated with
inhibitors of androgenic pathway. The anti-andro-
gens flutamide and cyproterone acetate did not

exert any effect on Pleurodeles waltl male differ-
entiation. Here again, the specificity of these
molecules against amphibian proteins is not
known. However, flutamide has been demon-
strated to exert anti-androgenic effect in Xenopus
laevis adult ovaries (Lutz et al., 2001). In Bufo
bufo tadpoles, CPA promotes the process of
gonadal sex differentiation in both sexes by
accelerating the multiplication of gonia (Petrini
and Zaccanti, '98). Paradoxical action of anti-
androgens has also been reported in Rana cates-
beiana where CPA at the dose 1,5 mg/l induced
partial or complete transformation of ovaries in
testes (Hsu et al., ’79); the authors suggest this
effect arises from an inhibitory effect of CPA on
A5-3p -hydroxysteroid dehydrogenase.

We observed that in Pleurodeles waltl, the most
potent nonaromatizable androgen was 1130HA. A
similar result has been described in fish, for
example in Chinook salmon where 11-ketotestos-
terone is more efficient than testosterone in
masculinizing potency suggesting involvement of
11-ketotestosterone rather than testosterone in
sex differentiation (Piferrer et al., ’93). In fish,
these 11-oxygenated androgens are believed to be
natural androgens in teleosts (Borg, '94) although
no receptor for these androgens has been char-
acterized so far. Administration of 11B-hydroxyan-
drostenedione in rainbow trout (van den Hurk and
van Qordt, ’85) and in Oreochromis niloticus
(Baroiller and Toguyeni, ’96), as well as adminis-
tration of 11-ketotestosterone in medaka (Highida
and Kawamoto, ’70) and in coho salmon (Piferrer
and Donaldson, ’91) induced a clear masculinizing
effect. Up to here, 11-oxygenated androgens have
not been described in Pleurodeles. In vitro meta-
bolism studies failed to detect 11-oxygenated
androgens in adult testis of Pleurodeles waltl
(Chardard and Fostier, unpublished results).
However, in vitro conversion of testosterone in
11B-hydroxytestosterone and 11-ketotestosterone
has been reported in ovary and testis of the newt
Triturus cristatus (Lupo di Prisco et al., *71, *72).
In the same way, 11-ketotestosterone and 11p-
hydroxytestosterone have been identified in sig-
nificant amounts in the plasma of the urodelan
Necturus maculosus (Bolaffi et al., '79). Further
investigations are necessary to clarify the physio-
logical role, if any, of these particular androgens
in urodelan,

In species where sex differentiation is thermo-
sensitive, temperature affects steroid production
via regulation of steroidogenesis enzymes expres-
sion. This effect has been described on aromatase
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in fish (D’Cotta et al., 2001), reptiles (Pieau, ’96)
and amphibians (Chardard et al., ’95). In these
species, sex determining action of temperature is
restricted to a thermosensitive period. We show
that in Pleurodeles waltl, applications of E2 and
11BOHA during thermosensitive period (stage 42
to stage 54) induced the same effects as when
applied during previously described hormonosen-
sitive period (stage 52 to metamorphosis at stage
56), even if 11BOHA was less efficient in mascu-
linizing potencies. During the thermosensitive
period, gonads are undifferentiated and the first
signs of histologic sex differentiation can be
observed at stage 53. The previously described
hormonosensitive period (Gallien, ’51, ’54; Char-
dard and Dournon, ’'99) could correspond to
retained potentialities of differentiating gonads.
This has been described in the turtle Emys
orbicularis where embryos treated with aromatase
inhibitor after thermosensitive period, during
which sex is determined, present masculinized
ovaries (Dorizzi et al., ’96). The results obtained
here during thermosensitive period suggest a role
of steroids in early gonadal differentiation. In
Pleurodeles waltl, 3p-hydroxysteroid dehydrogen-
ase activity has been detected by histochemistry as
soon as stage 44 (Collenot, ’64). Aromatase activity
has been detected in males and females at stage 47
(Chardard et al., ’95) and expression studies
detected aromatase mRNA at stage 44 (Kuntz
et al., 2003), which suggest very precocious
steroidogenic potentialities.

To conclude, our study presents first report in
amphibians of complete sex reversal of genetic
females by nonaromatizable androgens, including
11BOHA, accounting for a possible role of andro-
gens in male differentiation. Whether these
steroids play this role by promoting testis differ-
entiation via androgen receptor binding or by
inhibiting ovary differentiation via estrogen re-
ceptor blockage or aromatase inhibition remains
to be established.
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Abstract

In the amphibian Pleurodeles waltl, steroid hormones play a key role in sex differentiation. Since cadmium has been
reported to block receptors of sex steroid hormones, we analyzed the effects of this heavy metal on Pleurodeles larvae
gonadogenesis. At stage 42, larvae die in the presence of 10.9 pM Cd in the rearing tap water, with TLs, of 46.3 h, but
the concentration of 5.5 pM is tolerated for more than 60 days. When used at 5.5 pM cadmium accumulation measured
by atomic absorption spectrophotometry (AAS) in total homogenates of larvae at stage 54 (after 77 days of exposure to
the heavy metal) reached 58.1 pg/g of dry weight. At stage 54, we did not detect inhibitory effects on gonadogenesis in
larvae reared in the presence of 5.5 uM Cd since stage 42. When the exposure to 5.5 pM Cd was lengthened after stage
54, metamorphosis was delayed and could not be completed. When larvae were exposed to 10.9 uM Cd from stage 54,
metamorphosis did not occur and gonad development was stopped. Our study demonstrates a lack of a direct effect of
cadmium on sex determination-differentiation but a strong inhibitory effect on metamorphosis, which impairs further
gonadal development.
© 2003 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

The newt Pleurodeles waltl possesses genetic sex

_ determination and obeys female heterogamety:
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3-83.903277 females with ZW chromosomes, males with ZZ.
E-mail address: stephane. flament@scbiol.uhp-nancy.fr (8. The genOtype can be deduced from the analysis of
Flament). peptidase 1 since this dimeric and polymorphic
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enzyme is encoded by two codominant genes:
peplA on chromosome Z and peplB on chromo-
some W (Ferrier et al., 1980).

Once sex determination mechanisms are acti-
vated, primary sex differentiation ensues. In P.
waltl, like in most of non mammalian vertebrates,
steroid hormones are involved in sex differentia-
tion. When treated by estradiol benzoate during
the hormone sensitive period, ZZ individuals
differentiate into functional neo-females (Gallien,
1950; Chardard et al., 2003). Sex reversal of ZW
larvae may be obtained by application of dihy-
drotestosterone (Chardard et al., 2003). Before any
histological sign of differentiation, the gonadal
activity of the estrogen synthesizing enzyme aro-
matase is higher in genetic female larvae than in
genetic males (Chardard et al., 1995). Moreover,
treatment with an aromatase inhibitor has been
shown to induce sex reversal in ZW larvae
(Chardard and Dournon, 1999).

The gonads originate from an out-pocket of
cells on the ventral surface of the kidney (mesone-
phros) and consists of both somatic and germ cells.
Initially, there is no difference between males and
females. In females, the cortical part develops and
includes large follicles while the medulla regresses,
leaving a lacuna, which can be easily observed on
histological analysis. The progression toward male
phenotype is characterized by development of the
medulla and cortical regression. In Pleurodeles,
stage 53 is the first stage at which the sex of the
gonad may be ascertained by a histological exam-
ination. A direct observation of the gonads after
dissection may also lead to the identification of
either testis or ovary, but this examination can be
performed only after metamorphosis which occurs
at stage 55 under the control of thyroid hormones
and ends at stage 56, Metamorphosed animals are
easily identified by disappearance of their external
gills and regression of their caudal fin.

The role of steroids is also demonstrated in cases
of temperature-induced sex reversal. When they
are reared from stage 42 to 54 (thermosensitive
period) at 32 instead of 20 °C, larvae of female
genotype (ZW) become fertile phenotypic males
(Dournon and Houillon, 1984). Treatment with
estradiol benzoate counteracts the masculinizing
effects of high temperature on ZW individuals

(Zaborski, 1986). In heat treated animals, aroma-
tase activity does not increase up to the level that is
usually observed in ZW animals (Chardard et al.,
1995) and this is related in part to a decrease in
aromatase expression (Kuntz et al., 2003). The
main steps of P. walt/ development are shown in
Fig. 1.

Since estrogens and androgens play an impor-
tant role in gonadogenesis, pollutants that modify
the steroid pathway could potentially modify
differentiation of the gonad. The heavy metal
cadmium could possess such an effect. Indeed,
cadmium is readily incorporated in the kidneys
and reproductive tissues (Kostial, 1986). Besides,
cadmium mimics the effects of estradiol in estro-
gen-responsive breast cancer cell lines via an
interaction with the estrogen receptor a (Stoica et
al., 2000). In rainbow trout, cadmium can inhibit
estrogen receptor activity (Le Guevel et al., 2000).
Cadmium can also activate androgen receptors in
human prostate cancer cells (Martin et al., 2002).
Nevertheless, even if the toxic effects of cadmium
on aquatic organisms have been well documented,
much more data are available for fishes and
anuran amphibians than for urodeles.

The aim of this study was to determine if
cadmium exposure of Pleurodeles larvae could
counteract their gonadal differentiation.

2. Material and methods

2.1. Animals and treatments

Larvae obtained from crosses between ZZ males
and ZW females were staged according to the
developmental stages described by Gallien and
Durocher (1957). All larvae were reared at ambi-
ent temperature (2042 °C). Then, in a first set of
experiments, treatments were performed between
stage 42 and 54. Some animals were bred at
ambient temperature in tap water while others
were bred in tap water containing various con-
centrations of cadmium chloride. Water (with or
without cadmium) was replaced three times a week
after feeding of the larvae. For each treatment, the
concentration of cadmium in water was calculated
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Fig. 1. Development of P. waltl. The main events in the development of genital apparatus are shown. The evolution of gonads follows
three steps: genital ridges, undifferentiated gonads and a well differentiated organ corresponding either to a testis or an ovary. Sex
reversal may occur either following heat treatment of genetically female larvae (ZW) from stage 42 to 54 which is the thermosensitive
period or following treatment of genetically male larvae (ZZ) with estrogens during the hormone sensitive period (from stage 52 to 56).
Metamorphosis occurs at stage 56. The age of the animals is indicated approximately at several stages.

but it was not always measured by atomic
absorption spectrophotometry (AAS).

An other set of experiments was performed up
to stage 56, which is characterized by a complete
metamorphosis of the animals. This treatment
included the hormone sensitive period for sex
reversal. In some cases, thyroxin was added to
the tap water at 30 nM to induce metamorphosis
in the presence or absence of cadmium.

2.2. Cadmium measurements

Animals were washed twice in tap water before
anesthesia (benzocaine) and homogenized in dis-
tilled water (total homogenates). Alternatively,
organs (brain, intestine, kidney, liver, lung, ovary,
spleen) were dissected and homogenized in dis-
tilled water. After lyophilization and weighing,
samples were digested with 3 ml of nitrosulfuric
acid until complete mineralization. Cadmium
contents were quantified with a Perkin—Flmer
4000 atomic absorption spectrophotometer at the
wavelength of 228.8 nm. The detection limit was 1
pg Cd*>*/I. Calibrations were performed using a
standard solution for AAS.

2.3. Determination of sexual genotype and
phenotype

For sexual genotype analysis, the extremity of
the tail was removed from anaesthetized larvae

and homogenized in 50 mM Tris—HCI, 2.5 mM
MgCl,, 25 mM NaCl buffer. Samples were elec-
trophoresed in a 9% stacking—12% running starch
horizontal gel. The patterns of peptidase-1 were
revealed by specific hydrolysis of valyl-leucine
substrate coupled with peroxydase colored reac-
tion as previously described (Dournon et al.,
1988).

Then, each animal was fixed in Bouin’s solution,
embedded in paraffin and sectioned at 7 pm.
Sections were stained with hematoxylin and eosin.
The sexual phenotype observed from the histolo-
gical examination was compared with the geno-
type.

2.4. Statistical analysis

Data about cannibalism, metamorphosis and
mortality were expressed as proportions and were
analyzed by means of non-parametric procedures
(x-test and Fisher exact test) (Siegel and Castel-
lan, 1988). Results of time lethal 50, dry weight of
animals and cadmium accumulation were ex-
pressed as mean+standard error of the mean
(S.E.M.). Statistical analysis was performed using
ANOVA and Student—Newman-—-Keuls multiple
comparison procedures except for dry weight data
which were compared by means of a Student’s ¢-
test (Winer, 1971).

All statistical analyses were performed using the
spss 9.0 software (SPSS Inc., USA).
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3. Results
3.1. Cadmium toxicity

First, we searched for the highest dose of
cadmium that could be tolerated by stage 42
larvae for at least 2 months (stage 54) since the
effects of the different treatments should be
analyzed after the differentiation of the gonads.
We analyzed the time lethal 50 (TLsp) which is the
time required for cadmium to induce the mortality
of 50% of the animals. We observed that in the
presence of 27.3 uM Cd (5 mg/l CdCl,), TLsy was
12.3+1.5 h (n=060, three experiments) whereas
46.3+0.9 h were required with 10.9 uyM Cd (n =
60, three experiments). When exposed to 5.5 uM
Cd (1 mg/l CdCly), no mortality occurred for at
least 60 days (n = 60, three experiments). So, most
of the experiments were performed using 5.5 pM
of Cd.

The toxicity of cadmium could be demonstrated
by two effects. First, the dry weight of treated
larvae was lower than those of control animals. At
stage 54, the dry weight of control larvae was
41.6+3.6 mg (n = 4) whereas in the case of larvae
exposed to 5.5 uM Cd from stage 42, it was 78.8 +
4.1 mg (n=4) (significantly different from con-
trols, P <0.01, y>-test). Besides, we observed a
modification of the behavior of the larvae in the
presence of cadmium: there was a strong decrease
of cannibalism. Indeed, larvae often eat the limbs
of their congeners in the same tank. For instance,
in control conditions, when 20 larvae of stage 42
lived in the same tank up to stage 54, 100% of
them had at least one limb bitten off while more
than 50% had lost two limbs. In the presence of 5.5
pM Cd, in the same conditions of density (20
larvae), 75% of the animals still possessed their
four limbs and 25% had only one affected limb
(significantly different from controls, P < 0.01, 3>
test). When we observed the number of fingers per
limb that is the main criteria to determine the
developmental stage (Gallien and Durocher,
1957), we did not observe a significant difference
between Cd treated (5.5 pM) and control larvae.

Then we verified that cadmium accumulation
really occurred in P. waltl. The heavy metal was
measured by AAS. One measurement was per-

formed on a juvenile female (stage 56) exposed to
27.3 uM Cd for 12 months. The results showed
that cadmium accumulation occurred preferen-
tially in kidney (317 pg/g dry weight), intestine
(178 pgl/g) and liver (83 pg/g) while low amounts
were found in organs such as the brain, ovary,
spleen and lung. Several measurements were
performed in total larvae homogenates (Table 1).
In animals that had been exposed to water
containing 5.5 uM of the heavy metal for 31
days, 248.4+15.7 ng of cadmium, i.e. around 118
pug of Cd per g of dry weight, were measured.
These values reached 2342.5463.7 ng (around 58
ugl/g dry weight) in animals exposed to the same
concentration for 77 days. A lower extent in
cadmium accumulation was observed in the pre-
sence of 0.55 uM Cd even if significantly higher
than control values. Control animals reared for the
same time in tap water did not accumulate
significant amount of the heavy metal.

3.2. Cadmium and sex determination-
differentiation

Since cadmium was able to accumulate in
Pleurodeles larvae, we analyzed potential effects
of the heavy metal on sex determination-differ-
entiation. Larvae obtained from normal offsprings
(ZZ male crossed with a ZW female) were reared
in tap water containing 5.5 pM Cd from stage 42.
One month after the beginning of the experiment,
when most of the animals had reached stage 50,
several larvae were subjected to a histological
analysis in order to determine if gonadogenesis
was similar to that of control animals. At this
stage, the gonad was more developed than those of
animals at stage 42 (Fig. 2B; 1, 2, 5), germ cells
could be observed together with somatic cells and
as expected, the gonad was still undifferentiated
and we could not discriminate between ovary and
testis (Fig. 2B; 3, 6). There was no difference
between control and cadmium-treated animals. At
the end of stage 54 (77 days after the beginning of
the experiment), other larvae were analyzed in
order to determine if their sexual phenotype was
correlated to their genotype. The analysis of
peptidase-1 showed the usual electrophoretic pat-
tern made of three spots for ZW individuals
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Table 1
Cadmium accumulation in Pleurodeles larvae

Day of analysis  Treatment between stage 42 and 54

Cadmium/animal (ng)*

Cadmium/animal (ug/g of dry weight)*

D 31 Control 1.6+0.8 0.340.03
0.55 uM Cd 175.3+58.1* 28.5+4.9*
5.5uM Cd 248.4+15.7* 117.9+4.3*

D 77 Control 12.5+1.6 0.16+0.03
0.55 uM Cd 618.8+42.1* 9.810.7*
5.5pM Cd 2342.5463.7* 58.1+6.5*%

*, Significantly different (P < 0.05) from controls based on ANOVA and Student—Newman-Keuls comparison procedures.
* Results are mean +S.E.M. of measurements performed on three different larvae.

(peptidase-1 is dimeric and appears either as AA,
AB or BB isoforms) whereas only one spot was
detected in ZZ individuals (AA isoform) (Fig. 2A).
For all the larvae analyzed, the sexual genotype
was correlated to the sexual phenotype on histo-
logical sections. Indeed, at this stage, gonads were
differentiated and we could easily discriminate
between an ovary which possessed a central lacuna
and germ cells at the periphery of the organ, and a
testis in which germ cells were located in the
central part (Fig. 2B; 4, 7).

3.3. Cadmium and metamorphosis

Even if gonadogenesis appeared unaffected by
cadmium exposure, post-larval development of the
gonad as well as its physiology might be disturbed
in such animals. Consequently, cadmium expo-
sure, which started at stage 42, was lengthened
after stage 54. We observed that metamorphosis
was affected in that case. We were interested in
TMs, that is the time required for 50% of the
animals to reach stage 55b, which is characterized
by a reduction of the gills up to 50%. In the
presence of 0.55 uM Cd, we observed a very little
delay in metamorphosis: TMsy, of 178.3+36.8
versus 173 +35.7 days in control animals. In the
presence of 5.5 uM of the heavy metal TMsq
increased up to 199.3 +38.9 days (115% of control)
but it was not significantly different from controls
(Table 2). In addition, we observed that larvae
exposed to 5.5 pM Cd from stage 42 failed to
metamorphose: 100% of them die at stage 55b
(Table 2). In order to determine if this mortality
was related to cadmium accumulation after stage

42 or to the presence of cadmium in the water
during metamorphosis, we used thyroxine. When
this hormone was added simultaneously with 5.5
uM Cd to the water of stage 54 Pleurodeles larvae
that had never been exposed to the heavy metal
previously, mortality at stage 55b was still ob-
served. Besides, when larvae were reared in tap
water containing 5.5 pM Cd between stages 42 and
54, and then in tap water without the heavy metal,
no problem occurred during metamorphosis. So,
our results revealed an acute toxicity of cadmium
during metamorphosis of P. waltl. Such acute
toxicity was restricted to the period of metamor-
phosis since doses over 5.5 pM such as 27.3 uM,
were tolerated by metamorphosed animals for
more than 60 days.

Since at stage 54, the weight of the larvae was
higher when compared with stage 42, we analyzed
the effects of higher doses of cadmium chloride at
this stage. The concentration of 27.3 pM appeared
to be lethal and could not be used. When larvae
were exposed at stage 54 to 10.9 uM Cd, although
100% of control larvae were metamorphosed 120
days after the beginning of the experiment, cad-
mium treated larvae still had a typical larval aspect
150 days later with external gills and a well
developed caudal fin (Table 3 and Fig. 3A). The
absence of metamorphosis was confirmed by a
histological study of the tail showing the presence
of numerous Leydig cells in the epiderm (these
cells disappear during metamorphosis) (Fig. 3B
and C) (Kelly, 1966). So, this treatment induced a
significant delay in metamorphosis of at least 5
months. As expected, the analysis of the gonads at
this stage revealed a very small size in cadmium-
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Fig. 2. Analysis of sexual phenotype and genotype of larvae exposed to Cd. (A) Example of ten larvae at stage 54, randomly chosen in
a batch of larvae treated with 5.5 pM Cd since stage 42. In ZW individuals, genetically females (F), peptidase-1 appears as three spots
on the gel (homodimers AA and BB as well as the heterodimer AB). In ZZ larvae, genetically males (M), only one spot is detected
corresponding to the homodimer AA. (B) Histological sections of larvae exposed to 5.5 pM Cd. (1) At stage 42, at a low magnification,
on a transversal section, gonads appear as two out-pockets of cells on the ventral surface of the kidney. The intestine is shown in the
abdominal cavity. Higher magnifications of sections showing the gonads of male (2—4) or female (5-7) larvae exposed to 5.5 uM Cd.
Gonads are very small at stage 42 (DO0. 2,5) and more developed at stage 50 (D31. 3,6) but there is no difference between males and
females whose genotype had been established previously by peptidase-1 analysis. At the end of stage 54 (D77), an ovary is detected in
genetic females (7) while a testis is present in genetic males (4). Magnification is x 50 in photograph 1, x 160 in photographs 2, 3, 5, 6
and x 100 in photographs 4 and 7.
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Table 2
Influence of a low dose of cadmium on metamorphosis of
Pleurodeles larvae

Treatment Control 5.5 uM Cd

Number of larvae at stage 42* 34 34

Mortality before stage 55b* 7 12

Number of larvae at stage 55b* 27 22

Time required to reach stage 55b 173+ 199+38.9
(days)® 35.7

Number of larvae at stage 56* 27 O**

** Significantly different from controls (P < 0.01, *-test).

# The results are cumulated numbers from three different
experiments.

® The results are meand+S.EM. (n=3). The time was
measured from the first day of cadmium exposure at stage 42.

Table 3
Influence of a high dose of cadmium on metamorphosis of
Pleurodeles larvae

Treatment Control 10.9 pM Cd
Number of larvae at DO (stage 54) 10 10
Metamorphosed larvae at D50 5 0*
Metamorphosed larvae at D120 10 0**
Metamorphosed larvae at D270 10 0**

* Significantly different from controls (P <0.05, Fisher
exact test); **, significantly different from controls (P < 0.01,
Fisher exact test).

treated animals with very little fat body in
comparison with metamorphosed animals, which
were the same age (not shown).

4. Discussion

The results of our study performed on P. waltl
give more informations about cadmium toxicity
during the development of larvae of this urodele
amphibian species. In addition, they demonstrate
that exposure of the larvae to cadmium does not
affect the primary step of gonadogenesis but
strongly inhibits metamorphosis and consequently
further gonadal development.
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Fig. 3. Effect of cadmium on metamorphosis of P. waltl larvae.
In the presence of 10.9 yM Cd from stage 54, metamorphosis
was strongly delayed. The two animals in (A) are shown 270
days after the beginning of the experiment. The animal on the
right, reared in tap water (control), is already metamorphosed
whereas the animal on the left, exposed to CdCl,, still appears
as a larva: external gills and caudal fin are well developed. On
tail sections, numerous Leydig cells (LC) are present in the
epiderm of cadmium treated animals (B). These cells are not
found in the keratinized epiderm (K, keratin) typical of the
metamorphosed animal (C). Bar is 1 cm in (A) and 25 pm in (B)
and (C).

4.1. Cadmium toxicity

First, we analyzed the toxicity of cadmium on
Pleurodeles larvae since only one experiment has
been performed on this model to our knowledge.
The authors studied the effects of the heavy metal
on very early stages of development (Calevro et al.,
1998). They applied various concentrations of
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cadmium from stage four up to hatching (170 h)
and observed developmental abnormalities at low
doses whereas development was arrested at the
neurula stage in the presence of 50 uM of Cd. In
the present study, we show that, when applied at
later stages of development, cadmium is still highly
toxic. At stage 42, in the presence of 27.3 uM Cd,
50% mortality was observed after 12.3 h (TLsg)
whereas the same result was observed after 46.3 h
in the presence of 10.9 pM. The highest concen-
tration that was tolerated by the larvae at this
stage was 5.5 uM. In comparison, tadpoles of the
anuran Xenopus laevis appear more sensitive to the
heavy metal. Indeed, LCs¢/72 h was 2.2 pM (0.25
mg Cd/l) at stage 40 (Herkovits et al., 1998). It
should be noticed that the concentrations of Cd
that are described in our study are calculated
concentrations, which could not reflect the bio-
available ones. As an attempt to evaluate this,
cadmium content was measured by AAS in three
samples of tap water containing 5.5 pM Cd (0.6
mg Cd/l). This analysis revealed a cadmium
content of 0.4 instead of the 0.6 mg/l deduced
from the theoretical calculation. This might be
explained by sorption of cadmium either on the
walls of the tank or on organic compounds found
in tap water.

In the presence of Cd, we observed a lower
increase in the weight of the larvae. Indeed, at
stage 54, the dry weight measured after lyophiliza-
tion of total larvae homogenates was around 47%
of those of control larvae. Such a difference might
be the result of an effect of cadmium on cell
division. Indeed there are several reports about an
antagonistic action of cadmium on cell cycle. For
instance, cadmium inhibits liver regeneration in
rats subjected to partial hepatectomy (Theocharis
et al., 1998). Besides, the G2/M transition of cell
cycle is highly sensitive to cadmium (Chao and
Yang, 2001). One might also propose that this
difference in the weight of the animals might be
due to a loss of appetite. This hypothesis might
explain the higher percentage of animals having
intact limbs in the presence of Cd versus control
ones. Whatever the reason for such a difference in
the weight of the larvae, we observed carefully the
transitions from one stage to the next one, which
are characterized by the number of fingers at

anterior or posterior limb, according to the devel-
opmental table. We did not detect a significant
delay in the time required for treated larvae to
reach stage 54 (not shown). So, even if cadmium
modified cell proliferation, cell differentiation
might be unaffected.

The measurements that we have performed
revealed an accumulation of the heavy metal in
Pleurodeles larvae. It was interesting to analyze
the cadmium bio-accumulation factor (BF), which
is the ratio of its concentration in tissue versus its
concentration in the experimental maintaining
media. BF was 467 after 31 days of exposure to
0.55 uyM Cd but' BF was only 193 for larvae
exposed for the same time to 5.5 uM Cd. BF was
160 after 77 days of treatment with 0.55 pM Cd
and 95 in the presence of 5.5 uM. These results
showing that BF was higher in larvae exposed to
the lower cadmium concentration, are consistent
with data previously obtained for X. laevis (Her-
kovits et al., 1998). This fact confirms that
amphibians could play an important role in the
bio-magnification process even when they are
exposed to very low cadmium concentrations in
the environment.

4.2. Gonadogenesis

Interactions between cadmium and receptors of
steroid hormones have been described (Le Guevel
et al., 2000; Stoica et al., 2000; Martin et al., 2002)
and this might impair gonadogenesis since steroids
play an important role in sex differentiation in non
mammalian vertebrates. However, we did not
observe any difference in gonadogenesis between
cadmium-treated and control larvae. At the end of
stage 54, the differentiation of the gonad appeared
normal both in males and females and was always
correlated to the sexual genotype determined by
peptidase-1 analysis. This strongly suggests that
cadmium does not interact with sex steroid path-
ways in P. waltl, at least at the concentrations we
used (5.5 pM). The mean by which Cd interacts
with steroid receptors in other models is not well
understood. Exposure to this heavy metal is
known to induce the synthesis of heat shock
proteins (HSP) (Ait-Aissa et al., 2000; Gaubin et
al., 2000). These proteins interact with estrogen or
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androgen receptors (Pratt and Toft, 1997) and
could be involved in the cadmium-induced altera-
tion of the steroid pathways. The changes in HSP
synthesis following Cd exposure vary according to
species and one might suggest that the lack of
effect of Cd on P. waltl gonadogenesis might be
related to such a difference. Therefore, the study of
HSP synthesis in P. waltl following Cd exposure
might be of interest.

4.3. Metamorphosis

Even if there was no effect on sex differentia-
tion, this did not mean that post-larval develop-
ment of the gonad as well as its physiology could
not be modified. So, cadmium exposure was
lengthened after stage 54. This allowed us to
observe an inhibitory effect of cadmium on
metamorphosis of Pleurodeles larvae. The time
required for 50% of the animals to reach stage 55b
(TM3p) increased in case of exposure to 5.5 pM
Cd. Moreover, we could observe that at stage 54
(just before stage 55 at which metamorphosis
begins), the use of higher doses of Cd induced a
very long delay in metamorphosis. For instance,
exposure to 10.9 uM Cd maintained larvae at stage
54 for at least 9 months whereas 100% of control
animals were metamorphosed after 4 months. A
similar effect has recently been reported in X
laevis when tadpoles were exposed to Cd for 14
days from stage 60: the rate of tail resorption
was inhibited (Fort et al., 2000). Therefore,
cadmium is probably involved in the delayed
metamorphosis observed when Rana Iluteiventris
tadpoles were exposed to soil samples known to be
contamined by several heavy metals (Lefcort et al.,
1998).

In the anuran X. laevis, the delay is due to a
reduced level of triiodothyronin (Fort et al., 2000).
In our urodele model, the reason for the delay is
probably similar. One might propose that the
delay of metamorphosis is only related to a delay
of growth but we disagree with this idea for at least
three reasons. First, as described before, even if the
weight of larvae exposed to cadmium was lower
than those of control animals, we did not observe a
significant delay for the treated larvae to reach the
different developmental stages when compared

with controls. Second, we could observe that at
stage 54 (just before stage 55 at which metamor-
phosis begins), the use of higher doses of Cd
induced a very long delay in metamorphosis. Such
larvae have at least a 5 months delay in metamor-
phosis and their size is higher than those at which
metamorphosis usually occurs. Lastly, although
we did not measure the concentration of thyroid
hormones in the larvae, administration of thyroxin
was able to induce the beginning of metamorpho-
sis despite the presence of cadmium. Hence,
thyroid hormone receptors did not appear mod-
ified. Taken together, these observations strongly
suggest a defect in thyroid hormones pathway
rather than a growth defect.

Besides, we observed that the presence of
cadmium was highly toxic during the period of
metamorphosis and we could not analyze the
physiology of the gonads using a continuous
exposure to 5.5 pM Cd since larvae died at stage
55b. However, after metamorphosis, higher con-
centrations were well tolerated by juvenile indivi-
duals (more than 60 days for 27.3 pM). The reason
for such a toxicity during metamorphosis is not
known. One might suggest that cadmium accumu-
lation could be higher during metamorphosis.
Indeed, many changes occur in metamorphosing
larvae, such as tail regression via apoptotic me-
chanisms. These remodeling tissues might be sites
at which entry of the heavy metal could be
facilitated.

5. Conclusion

In conclusion, our study gives data about
cadmium toxicity in the urodele P. waltl. Even if
anuran are most often used to study the effects of
heavy metals, urodeles are also targets of this
pollutant. Our results demonstrate a lack of effect
of this heavy metal on sex differentiation in this
species but a great inhibitory effect on metamor-
phosis. The toxicity during metamorphosis might
help to establish a test to evaluate the impact of
environmental agents as recently attempted using
X. laevis (Fort et al., 2000).
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RESUME

Chez I'amphibien urodéle Pleurodeles waltl, e déterminisme génétique du sexe est influencé
par la température : les larves génétiquement femelles évoluent en males fertiles lors d'un élevage a
32°C pendant la période thermosensible (stades 42-54). L'aromatase, enzyme qui synthétise les
cestrogenes, joue un role clef dans la différenciation femelle. Notre but initial était de déterminer si
les différences d'activité enzymatique observées lors de la différenciation sexuelle (stade 52) étaient
liées a des différences d'expression. L'ADNc de l'aromatase a été isolé. L'expression est plus -
importante chez les femelles témoins que chez les males ou les femelles chauffées. Cependant, par
rapport a l'activité, cette différence est faible et s'observe tardivement (stade 54). Des modifications
post-transcriptionnelles interviennent donc vraisemblablement en plus des modifications
transcriptionnelles. Pour expliquer ces derniéres, nous avons étudi¢ d'autres genes susceptibles
d'agir en amont de I'aromatase. Les ADNc de Sfl, Dmrtl et Sox9 ont été isolés. Leur expression
dans les complexes gonades-mésonéphros est précoce (stade 42). Au stade 55, Sfl est surexprimé
chez les femelles mais cela est postérieur aux changements qui affectent 'aromatase, suggérant une
régulation de Sfl par les cestrogénes. Dmrtl fait l'objet d'un épissage alternatif chez les larves et
I'expression est plus forte dans les gonades femelles au stade 55. A I'état juvénile, l'expression cesse
dans l'ovaire alors qu'elle est spécifique du testicule chez les méles. Sox9 ne présente pas
d'expression différentielle au cours du développement. Par ailleurs, les analyses portant sur Sfl et
l'aromatase au niveau cérébral sont en désaccord avec un réle de cet organe comme relais dans la
différenciation gonadique.

Mots clés : Pleurodeles waltl, détermination sexuelle, differenciation sexuelle, aromatase, Sfl,
Dmrtl, Sox9, cerveau.

In the urodele amphibian Pleurodeles waltl, the genetic sex determination is influenced by
temperature : genetically female larvae develop in fertile males when bred at 32°C during the
thermosensitive period (stages 42-54). Aromatase, the estrogens enzyme synthesising, plays a key
role in female gonadal differentiation. Our initial goal was to determine if the rise of aromatase
activity observed at the onset of sexual differentiation (stage 52) was related to an up regulation of
expression. The cDNA of aromatase was isolated. Its expression is more important in control
females than in males or in heated females. However, compared to enzyme activity, this difference
is weak and is delayed (stage 54). Thus, post-transcriptionnal modifications could be involved in:
addition to transcriptional regulation. Genes that are supposed to act upstream of aromatase were
then studied. The cDNA of Sfl, Dmrtl and Sox9 were isolated. Their expression in the complexes
gonads-mesonephros is detected as early as stage 42. At stage 55, Sfl is overexpressed in female
gonads. So these changes appear after those affecting aromatase expression, suggesting a regulation
of Sfl by estrogens. Dmrtl is alternatively spliced at larval stages and its expression is stronger in
female gonads at stage 55. In juvenile larvae, the expression stops in ovary and becomes testis-
specific. Sox9 does not present any differential expression during gonad development. In addition,
analyses of Sfl and aromatase expression in brain disagree with a role of central nervous system as
a relay during gonadal differentiation.

Keys words : Pleurodeles waltl, sex determination, sex differentiation, aromatase, Sfl, Dmrtl,
Sox9, brain.






