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CHAPITREI. INTRODUCTION

.1 LACHROMATINE

1.1.1 Dynamique de la chromatine

I.1.1.1 Les niveaux de compaction chromatinienne

Au sein des cellules, la molécule d’ADN (d’un diamétre de 2 nm) qui porte
I’information génétique est engagée dans une structure particuliére, la chromatine. La
chromatine possede différents niveaux d’organisation et de condensation (Figure 1). Le
premier niveau de condensation est le nucléosome, 1’unité structurale de base de la
chromatine. Il est composé d’environ 146 pb d’ADN qui s’enroulent de 1,65 tours (hélice
gauche) autour d’un octamére de protéines histones pour former la particule cceur du
nucléosome. Les particules cceurs des nucléosomes sont reliées par de 1’ADN
internucléosomique nommé également ADN de liaison. La répétition de ce motif a intervalles
réguliers (environ 200 pb) donne naissance a une structure de 11 nm, dite en "collier de

perles” ou en "chapelet” (Felsenfeld and Groudine, 2003).

Courte région

hélice d’ADN
T
Chromatine en
% o 11 nm
collier de perle

Fibre chromatinienne
de 30nm

e

Partie étalée
d’un chromosome

Partie condensée d’un
cromosome mitotique ®

M 700 nm
JUU\L
x
Centromere
/
SR :
Chromosome mitotique 1,400 nm
entier +

Figure 1 : Les différents niveaux d’organisation de la chromatine. (modifié de Felsenfeld and Groudine,
2003). Schéma représentant les différents niveaux de compaction de la chromatine allant de la chromatine la
moins compactée dite « en collier de perle » au chromosome métaphasique forme la plus condensée.
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Une autre histone, 1’histone de liaison (H1) se fixe sur les segments d’ADN sortant et
entrant du nucléosome. L'addition de cette histone permet une condensation en spirale qui
donne naissance a une fibre de 30 nm de diameétre. Cette fibre subit alors une série de
repliements successifs sur elle-méme pour aboutir au chromosome métaphasique condensé

qui a été observé des 1882 par W. Flemming (Flemming, 1882).

1.1.1.2 Le nucléosome unité de base de la chromatine

Les histones de cceur

Les histones de cceur sont extrémement conservées au cours de I’évolution. Elles sont
retrouveées chez les plantes, les animaux, les eucaryotes inférieurs et méme chez les
archéobactéries ce qui laisse penser qu’elles ont peut-étre évolué a partir d’une «protohistone
» commune (Wolffe, 1992). Ces petites protéines, de masse moléculaire comprise entre 11 et
15 kDa sont au nombre de quatre : H3, H4, H2A et H2B. Malgré une faible homologie de
séquence entre les quatre histones, leurs structures secondaires et tertiaires sont
remarquablement similaires. Ces protéines possédent deux domaines distincts : une queue N-
terminale peu structurée et un domaine central et C-terminal qui adoptent une structure
particuliére dite en « repliement histone » (ou « histone fold »). Leurs extrémités N-terminales
sont fortement chargées positivement et riches en lysines pour les histones H2A et H2B ou en
arginine pour les histones H3 et H4. Les interactions électrostatiques entre les charges
positives des histones et les charges négatives des groupements phosphates de I'ADN
maintiennent I’ADN autour de 1’octamére (Clark and Kimura, 1990). Le domaine « histone
fold» est formé de trois hélices (al, a2, a3) séparées par deux boucles L1 et L2 (Wang et al.,

1994) comme représente sur la figure 2 (Luger et al., 1997).

Architecture de ’octameére d’histone, particule coeur du nucléosome

Résolue a 1,9 A par cristallographie (Richmond and Davey, 2003), la structure du
nucléosome est formée d’une structure tripartite, constituée d’un tétramere central (H3/H4),

flanqué par deux diméres H2A/H2B (Figure 2). Les interactions entre deux dimeéres
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s’effectuent grace aux boucles d’histone L1 et L2. Les 2 dimeres H3/H4 interagissent entre
eux via les hélices al et 02 de H3 pour former le tétramére de (H3/H4),. Puis ce tétramere
(H3/H4), s’associe aux deux dimeres H2A/H2B via des ponts hydrogeénes et des liaisons
hydrophobes entre les hélices a2 et a3 des histones H2B et H4 (Luger et al., 1997). Seules les
extrémités N-terminales des histones de coeur dépassent de 1’ensemble du nucléosome et sont

libres d’interagir avec I’ADN ou d’autres protéines en fonction de leurs états de charges.

Figure 2 : Représentation de la structure cristallographique de la particule cceur du nucléosome vue de
face (A) et vue de profil (B). L’ADN (marron et vert) s’enroule sur 146 paires de bases autour de 1’octameére
d’histone composé de huit histones (bleu : H3; vert: H4 ; orange : H2A ; rouge : H2B). L’axe de symétrie du
nucléosome appelé « dyad axis » est représenté par une fleche blanche. (D’aprés luger et al., 1997)

L’histone de liaison : H1.

L’histone H1 et ses variants sont des histones dites de liaison car elles ne se localisent
pas au cceur du nucléosome mais a I’extérieur au niveau de I’entrée et de la sortie des deux
brins d’ADN (Figure 3). La structure de H1 ne présente pas d’homologie avec les histones
ceeurs. Elle est composée d’un domaine globulaire structuré au centre dit en « wing-helix »
(Brown et al., 2006; Clore et al., 1987) et d’un domaine N et C-terminal a chaque extrémités
non structurées sujet & de nombreuses modifications post-traductionnelles. L’histone HI
stabilise le nucléosomes in vitro en rendant notamment son glissement le long de I’ADN plus
difficile (Bednar et al., 2017; Pennings et al., 1994; Varga-Weisz et al., 1994). Il influence
également le degré de compaction de la chromatine et son eéviction conduit a une
décondensation (Fan et al., 2005; Thoma.F, Koller.TH, and Klug.A, 1979).
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Figure 3 : Modele structurale du complexe entre le domaine globulaire de H1 (gH1) de Drosophile et le
nucléosome: représentation en surface (A) et en ruban (B). Le rectangle encadre la dyade, I’ADN entrant et
sortant ainsi que H1 (d’aprés Zhou et al., 2013).

1.1.1.3 Territoires fonctionnels

L’ADN n’est pas organisé¢ aléatoirement dans la cellule mais selon des territoires
fonctionnels. En microscopie optique, on observe dans le noyau d’une cellule en interphase
ces territoires distincts qui correspondent a deux types de structures chromatiniennes :

I’hétérochromatine et I’euchromatine (Figure 4).

L’hétérochromatine

L'hétérochromatine est composée d’une chromatine dense et compacte, d’aspect
opaque en microscopie. Du fait de sa compaction, I’ADN vy est peu transcrit. Elle est localisee
en périphérie du noyau et du nucléole. Des marques caractéristiques y sont associées comme
la triméthylation de I’histone H3 sur sa lysine 9 (H3K9me3) ou la présence de la protéine HP1
(heterochromatine proteinel) (Litt et al., 2001; Taverna et al., 2002). On distingue deux

formes d'hétérochromatine I’une constitutive et 1’autre facultative.

- L’hétérochromatine constitutive contient peu de génes et est formée
essentiellement de séquences moyennement ou fortement répétées telles que les
séquences satellites (Grewal and Elgin, 2007). Ces régions sont situées au niveau
des télomeres, des régions peri centromériques et des centroméres. Ces deux
derniéres régions s’associent chez les mammiféres pour former une région
particuliere appelée le chromocentre (Taddei and Gasser, 2004). Cette
hétérochromatine est stable et irréversible. Elle est transmise entre chaque division

cellulaire constituant alors une mémoire épigénétique (Grewal and Elgin, 2007).
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- L'hétérochromatine facultative est réversible et contient des régions codantes. Elle
peut selon son contexte cellulaire, temporel et parental, étre condensée ou
décondensée pour un méme type cellulaire. Chez les mammiferes femelles, c’est
notamment le cas du chromosome X inactive qui présente des caractéristiques

structurale et fonctionnelle de sa chromatine différentes de son homologue actif.

L’euchromatine

L'euchromatine est une chromatine décondensée qui présente un aspect peu opague en
microscopie. Transcriptionnellement active, 1’euchromatine est répartie a l'intérieur du
nucléoplasme et contient les régions actives du génome. On retrouve dans cette zone des
modifications d’histones caractéristiques telles que la méthylation de la lysine 36 de I'histone
H3 (H3K36me) (Bernstein et al., 2005), la méthylation de la lysine 4 de I'histone H3,
I’hyperacétylation des histones H3 et H4 (Grunstein, 1997; Santos-Rosa et al., 2002).

Membrane nucléaire

Hétérochromatine

Euchromatine

Figure 4: Spermatide ronde vue au microscope électronique. On observe autour du noyau la membrane
nucléaire. La zone dense au centre du noyau est composée d’hétérochromatine constitutive. La zone moins dense
dans le noyau est composée d’euchromatine.

1.1.1.4 La regulation épigénétique

Les nucléosomes ainsi que leurs positionnements sur la séquence régulent
’accessibilité a I’ADN. Cette accessibilité a I’ADN, permet a la cellule d’engager ou non des
actions majeures nécessaires a son fonctionnement telles que la transcription, la réplication, la
réparation de ’ADN ou la ségrégation des chromosomes lors des divisions cellulaires.
Chaque type cellulaire dispose d’une organisation, d’une composition et d’une structure
chromatinienne qui lui est propre en rapport avec ses besoins. Par exemple, les cellules
souches changent 1’expression de leurs génes lorsqu’elles se différencient en cellules

somatiques. Ces modifications de la chromatine sont la base des phénomenes dits «
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épigénétiques » dont le role est de moduler I’expression du patrimoine génétique. Pour
moduler 1’expression de son patrimoine génétique, la cellule dispose de plusieurs outils pour
rendre la structure de la chromatine plus dynamique notamment la méthylation de I’ADN, les
complexes de remodelages, les modifications post-traductionnelles des histones et

I’incorporation de variants d’histones.

Les complexes de remodelages :

Comme son nom I’indique le complexe de remodelage a pour but d’agir sur la
structure de la chromatine pour la remodeler en provoguant un mouvement du nucléosome. Ils
ont la capacité de déplacer un nucléosome en cis, par glissement, en trans par transfert ou
méme de réaliser une éviction totale ainsi ils peuvent moduler I’accés a I’ADN et par la-méme

spécialiser des régions de chromatine (Figure 5).

Déplacement

Ajout/éjection j

de nucléosome

Ajout/éviction jﬁ

de diméres

.\l

;

Remplacement
de dimeéres

Figure 5 : Modes de remodelage de la chromatine. Les facteurs de remodelage ont la capacité de déplacer le
nucléosome le long de I’ADN, d’ajouter ou d’enlever un nucléosome complet ou seulement des diméres et
également de venir remplacer des dimeres sur le nucléosome (vert dimére d’histone, en bleu I’ADN, en rouge de
nouveaux dimeéres d’histones).

Ils sont constitués d’une sous unité ATPase qui leur procure 1’énergie nécessaire pour
altérer les liaisons ADN-protéine (Becker and Horz, 2002). Les complexes de remodelage
peuvent se subdiviser en quatre grandes classes selon les similarités de leurs sous-unités
ATPase (Figure 6). La classe des ISWI (Imitation Switch) posséde des domaines SANT
(SWI3, ADA2, NCoR, TFIIIB) capables de se lier aux queues des histones et a I’ADN. La
famille des CHD (Chromodomain, Helicase, DNA binding) contient un domaine CHROMO

qui se lie aux lysines méthylées. La famille des SWI/SNF (Switching defective/Sucrose
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NonFermenting) posséde un domaine BROMO qui interagit avec les lysines acétylées. La
derniere famille, la famille des INO80 (INOsitol requiring 80 — Switch Related complex 1)
dispose d’un domaine ATPase factionnés en deux.

Classe SWI/SNF ol
[a—— P
Classe ISWI I—" ==
Chromodomaine aison a 'ADN
. ) T — T
Classe CHD e (T -
Classe INO
— —

Figure 6 : Structure générale des 4 facteurs de remodelage de la chromatine. En rouge sont indiqués les
domaines ATPase, en violet foncé le bromodomaine, en rose le chromodomaine, en bleu le domaine SANT et en
vert le domaine de liaison a I’ADN (modifié de Tsukiyama, 2002).

Les modifications post-traductionnelles :

Les modifications post-traductionnelles sont des acteurs importants dans les
mécanismes de régulations géniques. Ces modifications covalentes comprennent plusieurs
types de modifications. Les plus connues sont 1’acétylation, la méthylation, la
phosphorylation et 1’ubiquitination. Ces derniéres années de nouvelles modifications ont été
mises a jour : la déimination, la crotonylation, la sumoylation, B-N-acetylglucosamine et poly
ADP ribosylation (Bannister and Kouzarides, 2011) (Figure 7).

A B
N-SGRG t(Q GC K ARA !(HHZA!;gTE SHHKAKGK..-C Acetylation @
= 5 . == SUMOylation )
? @ ? ? @ Lysine (K) 4 Ubiquitination &
\ > @
N-PEPAKS.KGSKK.KA.H2B.KAVTKYTSSK.-C W—— s
\ : o
? ? ?@ Glutamic acid (E) —— ADP-nbosylation &
STo%oosiet 1
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Figure 7: Représentation des principales modifications post-traductionnelles des histones. (A)
Représentation des queues N-terminales des histones et leurs sites de modifications post-traductionnelles. (B)
Schéma reprenant les différentes modifications post-traductionnelles par type de résidus. (D’aprés Latham and
Dent, 2007).
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Elles affectent principalement les extrémités amino-terminales des histones. Il faut
savoir que d’autres modifications ont été trouvées sur la partie C-terminale de H2A et H2B et
dans le domaine « histone fold ». Ces modifications peuvent moduler les contacts histone-
histone et histone-ADN entrainant une modification de I’architecture chromatinienne qui peut
notamment favoriser ou défavoriser la transcription. Les modifications H3K9me3 ou
H3K27me3 sont par exemple trouvées principalement dans des zones d’hétérochromatines
télomériques et centromériques ol la chromatine est fermée et la transcription réprimée. A
I’inverse, un état hyperacétylé des histones H3 et H4 ou la di- ou triméthylation de H3K4

correspondent généralement aux régions actives (Tse et al., 1998).

Les modifications post traductionnelles participent a la régulation génique soit en
provoquant directement la création d’une nouvelle structure chromatinienne soit en recrutant
d’autres facteurs nucléaires. Ainsi il a été démontré que les lysines acétylées sont reconnues
par les protéines a bromodomaines et les lysines méthylées par des chromodomaines
(Marzluff et al., 2008; Bannister and Kouzarides, 2011; Zhang et al., 2010). Ces derniéres
années, de nombreux travaux ont mis en évidence une action coordonnée de certaines
modifications post-traductionnelles. Les combinaisons complexes de ces modifications
seraient associées a un processus physiologique bien précis et constituent un véritable «
langage » nommé « code histone ». Du fait, de la complexité des environnements cellulaires,
de la multitude de combinaisons de modifications post-traductionnelles, ce langage reste
aujourd’hui encore mal compris. Nous aborderons dans le chapitre épigénétique et

spermatogenese ce langage qui évolue au cours de la différenciation des cellules germinales.

1.1.1.5 Incorporation de variants d’histones

Les généralités :

Bien que particulierement conservées lors de I’évolution, les histones posseédent
plusieurs variants non alléliques. A I’exception de H4, il existe pour chaque histone
conventionnelle (H3, H2A, H2B et H1), des variants d’histones (Figure 8). Ces variants
remplacent les histones canoniques au sein de la chromatine créant par la méme un niveau
supérieur de complexité épigénétique. Ils ont la capacité de venir modifier la structure

nucléoprotéique en altérant les interactions ADN-protéines ou protéine-protéines. Portés par
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des genes distincts de leurs histones canoniques, ils présentent des degrés d’identité de
séquence variables par rapport a leur histone canonique. En effet, si on compare deux variants
de I’histone H3, H3.3 et CENP-A on remarque que H3.3 présente une homologie de séquence
de 96% alors que CENP-A ne présente que 47%. (Figure 11).

H2A Bbd
MacroH2A
H2AL1
H2AL2
H2A.Z
H2A. X
TH2A

Hi1t
H1T2
HILS1

H3,5
H3.X
H3.Y
H3.3
H3t

CENP-A

TH2B
H2BFWT

Figure 8 : Représentation schématique du nucléosome et des différents variants d’histones de cceurs le
composant. En orange est représentée I’histone canonique H2A, en bleu H3, en rouge H2B ainsi que leurs
variants associés. H4 est indiquée en vert et ne posséde pas de variant d’histone connu a ce jour.

Les histones canoniques sont en général la forme majoritairement représentée.
Transcrit durant la phase S, ces génes sont organisés en tandem ce qui provoque de fait un
apport massif d’histones conventionnelles a cette étape (Marzluff et al., 2008). Leurs
incorporations a la chromatine se fait lors de la réplication. Au contraire, les variants
d’histones ne montrent pas un pic d’expression en phase S et sont transcrits a partir d’un gene
unique tout au long du cycle cellulaire. De nombreuses études ont éteé réalisées, ces dernieres
années, pour comprendre comment ces histones de remplacement sont incorporées a la
chromatine et quelles sont les marques épigénétiques associées. A ce titre, il a été découvert
par exemple que la phosphorylation de la sérine 139 de H2AX, un variant de H2A intervient
dans la réparation des cassures double brins de I’ADN.

Découvert en 1977 par A. Zweidler, la composition des ARNm est différente entre les
histones variants et canoniques (Franklin and Zweidler, 1977). En effet, les histones
canoniques ont la particularité de ne pas posséder d’intron et de porter a I’extrémité 3’ de leur
ARNmM une structure dite « en tige-boucle » qui induit une dégradation dépendante du cycle
cellulaire (Pandey and Marzluff, 1987). En revanche, les variants d’histones possédent une
structure exonique/intronique et une gqueue poly-A qui augmente leur stabilité (Moss et al.,
1989).
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Leur synthése ainsi que leur incorporation sont des évenements finement régulés tout
au long du développement suggérant que chaque histone joue un réle spécifique
particulierement important. En effet ces derniéres années, de nombreux travaux montrent un
lien entre la dérégulation ou la mutation de ces variants d’histones et le développement de
pathologies humaines. Récemment, il a méme été proposé que yH2AX et CENP-A soient
utilisés comme des marqueurs de pronostics vitaux dans de nombreux cancers. En effet, leur
augmentation simultanée ou non est retrouvée dans de trés nombreux tissus cancéreux et

corrélée avec un faible pronostic vital (Palla et al., 2017; Sun et al., 2016).

Aujourd’hui et malgré de nombreuses études, il reste encore beaucoup a découvrir sur
le réle structural et fonctionnel exact de ces variants au sein de la chromatine. La multitude
des possibilités de combinaisons entre les histones variants et d’autres modifications
épigénétiques augmente la complexité du langage histone. Ces phénomenes agissent sur la
structure de la chromatine pour la rendre plus ou moins active et dynamique et par la méme,

permettre a la cellule de moduler au mieux son activite.

Dans ce manuscrit, mes travaux se focalisent essentiellement sur les variants
d’histones de H3 et notamment sur H3.3. Comme, j’ai étudi¢ H3.3 dans le processus de
spermatogenese et que ce dernier fait intervenir de trés nombreuses autres variants d’histones,
je vais donc tres brievement vous décrire dans la partie suivante ces différents variants. Dans

une seconde partie, nous reviendrons plus précisément sur les variants de H3.

Les variants d’histone de la famille H2A :

En plus de I’histone canonique H2A, il existe 9 histones de remplacement dans la
famille des H2A : H2AZ, H2AX, macroH2A, H2AY, H2ABbd, tH2A, H2A L1, H2A.L2.

KA T —— T S

HAAX T —— s —— I SCE Y

H2A71 T ———— S

H2A72 A T

mH2A1 § —— K — .

mH2A2 -G —— R— T -
|

H2ABbd —RRRRR —————]

Figure 9 : Variants de I’histone H2A. Représentation de la structure secondaire de différentes variants de
I’histone canonique H2A chez ’homme. Le domaine structuré est représenté par un rectangle. Le rectangle
marron foncé n’est pas a ’échelle et représente le macrodomaine. A gauche se situe la queue N-terminale non
structurée indiquée par un trait noir (Maze et al., 2014).
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H2A.Z : Le variant d’histone H2A.Z est hautement conservé au cours de 1’évolution. Deux
isoformes ont été identifiés, H2A.Z1 et H2A.Z2. Le r6le de ces deux variants est inconnu et
les etudes ne font pas la distinction entre les formes 1 et 2. H2A.Z ne possede que 60%
d’homologie avec son homologue H2A et aurait plusieurs fonctions biologiques importantes.
Elle intervient dans la régulation de la transcription au niveau des sequences régulatrices des
génes sur les promoteurs mais aussi au niveau centromérique dans la régulation de
I’hétérochromatine péricentrique pour la ségrégation des chromosomes (Billon and Coté,
2013; Raisner and Madhani, 2006). Trés peu d’études se sont intéressées a H2A.Z dans la
spermatogenese. Néanmoins, son enrichissement dans les spermatides rondes a été mis en
évidence au niveau de la vésicule sexuelle. L’hypothése avancée est que H2A.Z viendrait en
remplacement de macroH2A afin de maintenir une hétérochromatine facultative sur les

chromosomes X et Y (Greaves et al., 2006).

H2AX : Le variant d’histone H2AX est conservé chez tous les eucaryotes supérieurs. 1l est
impliqué dans le maintien de I’intégrité du génome en réponse aux lésions double-brins de
I’ADN (Bassing et al., 2003). Sa phosphorylation sur la sérine 139 (nommée yH2AX) au
niveau des sites de cassures d’ADN permettrait le recrutement des facteurs de réparation
comme BRCAL dans les régions chromatiniennes endommagées (Celeste et al., 2003). De
fait, dans la spermatogenese, YH2AX est détecté durant I’enjambement de chromatides sceurs
de la meéiose. De fagon surprenante, YH2AX est enrichi spécifiquement sur les chromosomes
sexuels dans le corps sexuel en pachyténe sans que 1’on sache pourquoi (Bellani, 2005; Turner
et al., 2004).

MacroH2A : Variant spécifique des vertébrés, macroH2A a la particularité de posséder une
queue C-terminale de trés grande taille (20 KDa) nhommee macrodomaine. MacroH2A se
retrouve étre trois fois plus grand que son histone canonique (Pehrson and Fried, 1992). Il
existe deux isoformes de macroH2A : macroH2A1 et macroH2A2. Son rble semble étre lié a
la répression de la transcription. Notamment, des études in vitro montrent que sa présence
interfére avec les facteurs de transcription et bloque I’ARN polymérase I (Angelov et al.,
2003; Doyen et al., 2006). Trés peu d’études ont analysé macroH2A dans les cellules
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germinales. Cependant, il a été retrouvé enrichi sur le corps sexuel en pachytéene (Hoyer-
Fender, 2003). Ainsi son role serait probablement de maintenir une hétérochromatine sur cette

vésicule durant la méiose.

H2A.Bbd (H2A-Bar body deficient) : Présent uniquement chez les mammiféres, H2ZABbd est
plus petit que H2A et ne conserve que 48% d’homologie avec ce dernier. H2ABbd tire son
nom de sa localisation. En effet, il est exclu du chromosome X inactif (Chadwick and Willard,
2001). Tres peu d’études ont été menées sur ce variant dans le contexte de la spermatogenese.
Néanmoins, H2A.Bbd a été retrouvé exprimé dans les testicules de souris et dans les

spermatozoides d’humains sans que 1’on sache aujourd’hui quel est son role (Ishibashi et al.,

2010).

tH2A (H2A testiculaire) : Originellement identifié chez le rat, tH2A est présent aussi chez la
souris et I’humain (Rao et al., 1983; Trostle-Weige et al., 1982). Chez la souris, une étude
récente a mis en évidence par immunofluorescence que tH2A est présent de facon ubiquitaire
lors de la spermatogenese dans les cellules souches, les cellules méiotiques et post-méiotiques
mais pas dans les cellules de Sertoli (Hada et al., 2017). Egalement, ce variant d’histone peut
étre phosphorylé sur sa thréonine 127. Cette modification post-traductionnelle est retrouvée
dans les spermatides rondes au stade 11l lorsque les protamines sont incorporées et que la

chromatine se condense (Hada et al., 2017). Son role reste encore aujourd’hui a élucider.

H2A.L1 (H2A likel) et H2A.L2 (H2A like2) : Identifiés chez la souris en 2007, ces deux
variants sont incorporés a des stades tardifs de la spermatogenese dans les spermatides rondes
entre la vague d’acétylation des histones et 1’apparition des protamines. H2AL1 et H2AL2
sont maintenus au sein de la chromatine dans les spermatides allongées et les spermatozoides
matures. De ce fait, il a été proposé que ces variants soient importants lors de la fécondation.
Parallelement dans les spermatides allongées, ces deux variants ont été trouveés enrichis dans

les zones d’hétérochromatine péricentromerique (Govin et al., 2007).

23



Les variants d’histone de la famille H2B :

La famille de H2B posséde peu de variants identifiés, chez I’homme, on en dénombre
3 : TH2B, H2BFWT et H2BE (Figure 10). Les deux premiers ont la particularité d’étre

exprimés dans les cellules germinales.

H2B _E—m” S A S
HIBE - N
TsH28 P ——
H2BFWT I \

Figure 10 : Variants de I’histone H2B. Représentation schématique de la structure secondaire des variants
d’histone de la famille des H2B connus chez ’homme. Le domaine structuré histone fold est représenté par un
rectangle et la queue N-terminale est indiquée par un trait noir (Maze et al., 2014).

TH2B (H2B.1) : 1l posséde 85% d’homologie avec son histone canonique. Les principales
variations se situent sur sa partie N-terminale ou trois sites potentiels de phosphorylation sont
insérés : une sérine en position 12, une thréonine en 23 et une thréonine en 34 (Zalensky et al.,
2002). Sa présence a été détectée chez le rat, la souris et ’humain. Il est extrémement
conservé entre ces especes. Absent dans les cellules souches germinales, I’expression de
TH2B apparait au stade leptoténe et sa quantité reste élevée jusqu’en post-méiose (Montellier
et al., 2013; Shinagawa et al., 2015). La quantité de TH2B augmente en méme temps que
celle de H2B diminue au cours de la spermatogenése. TH2B devient alors la forme majoritaire
dans les cellules germinales. L’ajout d’un tag sur sa partie C-terminale provoque une
infertilité des souris males par de sévéres anomalies dans les spermatides en élongations
(Montellier et al., 2013).

H2BFWT : Peu conservé durant 1’évolution, H2BFWT est apparu tardivement chez les
grands singes et I’homme sans aucun orthologue connu chez la souris et le rat. Extrémement
divergent, H2BFWT ne posséde que 45% d’identit¢é avec H2B son histone canonique
(Churikov et al., 2004). Son expression est retrouvée spécifiquement dans les testicules et les
spermatozoides. De ce fait, il est probable que son rdle est de participer a 1’organisation

particuliére que subi la chromatine dans le processus de spermatogenése. En 2014, une étude
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a présenté un lien entre une mutation de H2BFWT dans le premier exon et une susceptibilité

augmentée pour les patients porteurs d’étre infertiles (Li et al., 2014).

H2BE : Découvert récemment, H2BE présente 5 aminoacides de différence avec H2B. Il est
localisé dans les neurones olfactifs chez la souris ce qui laisse présager d’un role

spécifiqguement dédié a ce type cellulaire (Santoro and Dulac, 2012).

Les variants d’histone de la famille H3 :

La famille des histones H3 est composée de 7 histones dont 3 sont des variants (Figure
11). Chaque histone posséde un role spécifique que ce soit lors de sa transcription ou de son
incorporation dans la chromatine. Par exemple, I’incorporation de H3.1 et H3.2 est
dépendante de la réplication de I’ADN en phase S ou de la réparation suite a un dommage a
I’ADN. A I’inverse, les variants CENP-A et H3.3 sont indépendants de la synthése d’ADN.
CENP-A est incorporé a la chromatine durant la télophase 1 du cycle cellulaire alors que H3.3
peut I’étre a tout moment du cycle cellulaire (Frank et al., 2003a; Wu et al., 1982). La
composition de ces 5 protéines présente des degrés de similitude tres divergents allant de
96.3% d’identité entre H3.1 et H3.3 & 42.1% entre H3.1 et CENP-A (Figure°11).
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H3.3 -ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPSTGGVKKPH -RYRPGTVALREIRRYQKSTELLIRKLPFQRLVREIAQDFK
H3.1 -ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPRTGGVKKPH-RYRPGTVALREIRRYQKSTELLIRKLPFQRLVREIAQDFK
H3.2 - ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPETGGVKKPH - RYRPGTVALREIRRYQKSTELLIRKLPFQRLVRETAQDFK
H3t - ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKARKSAPRTGGVKKPH - RYRPGTVALREIRRYQKSTELLIRKLPFQRLERETAQDFK
H3.X -ARTKQTARKATAWQAPRKPLATKAARKRASPTGGIKKPH-RYKPGTLALREIRKYQKSTQLLLRKLPFQRLVREIAQAIS
H3.Y - ARTKQTARKATAWQAPRKPLATKAAGKRAPPTGGIKKPH- RYKPGTLALREIRKYQKSTQLLLRKLPFQRLVREIAQAILS
CENP-A PTPT JGASSHQHSRRRQG- - WLKEIRKLOKSTHLLIRKLPFSRLAREICVKFT
Partie N-terminale hélice a1
87 89 90 96
/
H3.3 T- -DLRFQSAAIGALQEASEAYLVGLFEDTNLCATHAKRVTIMPKDIQLARRIRGERA - - - = ===~~~ 135
H3.1 T--DLRFQS| LQEA.EAYLVGLFEDTNLCAIHAKRVTIMPKDIQLARRIRGER}\ ----------- 135
H3.2 T--DLRFQS LQEASEAYLVGLFEDTNLCATHAKRVTIMPKDIQLARRIRGERA- - - === === =~ 135
H3t T--DLRFQS LQEABESYLVGLFEDTNLCIIHAKRVTIMPKDIQLARRIRGERA - - - = -~ - == - - 135
H3.X P- -DLRFQSAAIGALQEASEAYLVQLFEDTNLCATHARRVTIMPRDMQLARRLRGEGAGEPTLLGNLAL 146
H3.Y P- - DLRFQSAAIGALQEASEAYLVQLFEDTNLCATHARRVTIMPRDMQLARRLRREGP- - - - - - - - - - - 135
CENP-A RGVDFNWQAQALLALQEAREAFLVHLFEDAYLLTLHAGRVTLFPKDVQLARRIRGLEEGLG------- - 139
hélice a2 hélice a3

Figure 11 : Alignement de la séquence en aminoacides des histones de la famille H3 de mammiféres. Les
quatre histones ne sont pas identiques. L’encadrement coloré en jaune, bleu, gris et violet indique les
aminoacides différents avec 1’histone H3.1. CENP-A présente une séquence particulierement éloignée des 6
autres histones de la famille H3. La position du domaine globulaire composé de trois hélices a est représentée
par des barres noires (Szenker et al., 2011).
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H3.1 et H3.2 : Les histones canoniques de la famille des H3 sont H3.1 et H3.2. Ces deux
protéines de 15,4 kDa sont codées par 135 aminoacides. H3.2 differe de H3.1 par un
aminoacide, la cystéine en position 96, qui est remplacée par une sérine dans H3.2. Ces deux
histones canoniques sont déposées dans la chromatine pas le complexe CAF-1 (Chromatin
Assembling Factor-1) durant la mitose. Contrairement aux variants H3.3 et CENP-A, codés
par un ou deux genes, les génes de H3.1 et H3.2 sont organisés en cluster respectivement sur
le chromosome 1 pour H3.1 (10 genes HIST1H3A a HIST1H3J) et le chromosome 6 pour
H3.2 (3 génes HIST2H3A, HIST2H3C, HIST2H3D) chez I’humain (Marzluff et al., 2002).
Ces deux histones canoniques representent la forme majoritaire des histones H3. Il a été
montré que H3.1 et H3.2 constituent 35 % des histones H3 dans les testicules contre 75.5%
dans I’épididyme (Kwak and Dohmae, 2016).

CENP-A : CENP-A ou CENHS3, pour CENtromeric Protein A est la premiére protéine du
centromére a avoir été identifiée en 1985 (Earnshaw and Rothfield, 1985; Palmer et al., 1991).
CENP-A est un acteur majoritaire de la constitution et du fonctionnement du centromeére. Son
domaine CATD (CENP-A Targeting Domain) lui permet d’étre déposé sur le centromeére
(Ray-Gallet and Almouzni, 2010). Une surexpression de CENP-A meéne a la création de
nouvelles unités centromériques partielles contenant des protéines du kinétochore comme
CENP-C sur les bras chromosomiques mais pas un kinétochore entier et fonctionnel (Van
Hooser et al., 2001). In vivo, les nucléosomes contenant CENP-A sont disposés en alternance
avec des blocs de nucléosomes contenant I’histone H3. Cette organisation particuliere de la
chromatine est supposée créer une chromatine cylindrique dont I’extérieur est composé de
nucléosomes contenant CENP-A. Cette position est stratégique pour son réle dans la
formation du kinétochore et son interaction avec les microtubules (Sullivan et al., 2001). Une
des protéines chaperonnes majeures déposant CENP-A dans la chromatine est HJURP
(Holliday JUnction Recognizing Protein) (Dunleavy et al., 2009; Foltz et al., 2009). Son rdle
ainsi que celui de HJURP dans la ségrégation des chromatides sceurs lors de la mitose a fait
I’objet de nombreuses études. Il est intéressant de noter que les mutants nuls de CENP-A

voient leurs cellules bloguées en interphase.
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H3.1t (H3t) : H3t est fortement exprimé dans les testicules d’ou son nom. Il représente 41%
des histones H3 dans les testicules. En revanche, elle est indétectable dans 1’épididyme par
HPLC et faiblement détectée dans les cellules somatiques (Kwak and Dohmae, 2016). In
vitro, Nap2 semble faciliter I’assemblage de H3t dans le nucléosome. Récemment, 1’équipe de
Yamagata a montré que H3t est exprimé tout au long de la spermatogenese sauf dans les
spermatogonies de type A. De plus, la perte de H3t chez la souris provoque une stérilité chez
les males par un arrét de la spermatogenése lors des toutes premieres phases de la méiose.
(Ueda et al., 2017). Aujourd’hui, peu de données ont été publiées sur H3t. Son role exact dans

les mécanismes cellulaires ainsi que ses partenaires restent a identifier.

H3.Y et H3.X ont été découverts réecemment. Ils sont présents uniquement chez les primates.
Ces variants ont la capacité de s’incorporer de maniére aussi stable a la chromatine que H3.
Leurs ARN messagers sont retrouvés dans plusieurs tissus sains comme les testicules et
tumoraux (Ueda et al., 2017; Wiedemann et al., 2010). H3Y semble étre impliqué dans la
régulation du cycle cellulaire et la réponse au stress des cellules (Wiedemann et al., 2010). Il a
la capacité¢ d’étre reconnu par 1’une des chaperonnes de H3.3, HIRA mais pas par 1’autre
chaperonne ATRX/DAXX (Zink et al., 2017). Peu de données ont été rapportées a ce jour sur

ces deux variants.

H3.5 est un tout nouveau variant de la famille des H3, découvert en 2011 et présent
uniquement chez les hominidés. Il possede 96% d’homologie avec H3.3. L’ARNm de H3.5
est exprimé spécifiquement dans les tubules séminiféres des testicules humains (Schenk et al.,
2011). Bien qu’il soit majoritairement localisé autour des sites d’initiation de la transcription,
on ne connait pas son réle spécifique dans le processus de spermatogenese chez les primates
(Urahama et al., 2016). 11 faut noter qu’il se trouve dérégulé dans certaines infertilités
(Shiraishi et al., 2018).

1.1.2 Le variant d’histone H3.3
Dans la partie précédente, les caractéristiques générales des histones de remplacement
et les différents variants d’histones connus ont été abordés. Dans cette partie, la description du
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variant d’histone H3.3 est présenté. J’ai volontairement mis 1’accent sur H3.3 car il est au

centre de ce manuscrit dans le cadre de la fertilité.

1.1.2.1 H3.3: Une histone ancestrale

Le variant d’histone H3.3 est considéré comme une histone ancestrale. Dans
I’évolution, il est apparu en premier, bien avant les deux histones canoniques H3.1 et H3.2
(Figure 12). Il a été envisagé que cet histone pouvait avoir un role universel de par ses
origines et sa capacité a étre produit et incorporé a la chromatine indépendamment du cycle
cellulaire. Chez la levure, H3.3 est le seul histone H3, non centromérique, présent. Touts les
histones H3 non centromériques dérivent de cette forme originelle de H3.3 ancestral.
L’histone conventionnelle H3.2 est la premiére a dériver de la forme originelle de H3.3. Elle
est retrouvée notamment chez les arthropodes comme la Drosophile. Les histones H3.1 et H3t
sont apparues plus tardivement chez les mammiferes tels que la souris. Les derniers histones a
étre apparues durant I’évolution a partir de H3.3 sont les histones H3.X et H3.Y chez les
primates (Malik and Henikoff, 2003; Postberg et al., 2010).

champignons ciliés arthropodes amphibiens mammiféres primates

Saccharomyces Tetrahymena Drosophila Xenopus Mus Homo
cerevisiae thermophila melanogaster laevis musculus  sapiens

H3.X

el H3.Y

¢mergence de nouv H3t g
) H3 H3(H3.2) H3(H3.2)  H3.1 e

g H3.3 H3.3 H3.3 H3.2 H3.1

Figure 12: Représentation schématique de I’émergence des différents variants d’histones non
centromériques de la famille H3 durant I’évolution des espéces. 11 a été proposé que tout les histones H3 non
centromériques dérivent de la forme primitive de H3.3 en bleu. Les histones dits canoniques H3.1 et H3.2, en
violet sont apparues plus tardivement ainsi que H3t, H3.X, H3.Y et H3.5 (Modifié de Szenker et al., 2011).
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1.1.2.2 H3.3 les généralités

H3.3 est un variant d’histone ubiquitaire. Son expression dépend beaucoup du type
cellulaire. La quantité de protéine H3.3 par rapport aux protéines de la familles de H3 peut
varier de 20 a 50% dans les cellules en division (Hake et al., 2006). Dans les cellules
germinales des testicules de souris, il représente 23% des histones de la famille des H3 non
centromeriques contre 41% pour H3t et 35% pour H3.1 et H3.2 (Kwak and Dohmae, 2016).

Contrairement a H3.1 ou H3.2, H3.3 est exprimé et incorporé pendant tout le cycle
cellulaire (Frank et al., 2003b; Wu et al., 1982). En effet, la création de chimére H3.3
fusionnée avec la GFP a permis de mettre en évidence que H3.3 est incorporé a la fois
pendant et en dehors de la phase S chez la Drosophile (Ahmad and Henikoff, 2002). Lorsque
les cellules ne se divisent pas, par exemple dans les cellules quiescentes comme les neurones,
H3.3 se trouve méme étre la forme majoritaire présente au point de pratiquement remplacer

les histones canoniques non synthétisées (Bosch and Suau, 1995).

Extrémement conservé durant 1’évolution, H3.3 présente seulement 4 et 5 aminoacides

de différence avec ses histones canoniques respectivement H3.2 et H3.1 (Figure 11 et 13) :

Dans la région N-terminale, seul un résidu est différent. L’alanine en position 31 sur
les histones canoniques est modifiée en sérine sur H3.3. Ce résidu sérine est le siége d’une
phosphorylation in vivo (Hake et al., 2005). Dans les cellules souches H3.3 S31P est
notamment retrouvé enrichie sur les télomeres (Wong et al., 2008). On ne connait pas encore
le rble exact de cette modification mais on sait qu’elle se produit aussi sur des régions

péricentromériques en prophase (Hake et al., 2005).

Les autres modifications se situent toutes dans 1’hélice a2 du domaine histone fold.
Les résidus S, V et M (position 87, 89 et 90) de H3.1 et H3.2 sont transformés en résidus A, |
et G (positions 87, 89 et 90) dans H3.3. Ces modifications le rendent inaccessibles aux
facteurs diffusibles tels que les enzymes de modifications post-traductionnelles. De plus, ces
résidus AIG sont responsables de [I’incorporation de H3.3 dans la chromatine
indépendamment de la réplication (Ahmad and Henikoff, 2002). Il a été montré par délétion
de la partie N-terminale de H3.3 que cette partie n’était pas requise pour une incorporation
indépendante de la réplication (Ahmad and Henikoff, 2002). Il semblerait donc que AIG soit
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dévolue a la détermination du mode d’assemblage de H3.3 dans la chromatine. En 2012, des
données cristallographiques ont mis en évidence que 1’alanine 87 et la glycine 90 sont
responsables de I’interaction entre H3.3 et ses chaperonnes nommées DAXX et HIRA (Liu et
al., 2012).

31 87 89 90 96
H3.1 \‘ C
H3.2 \‘
H3.3 s>

Figure 13 : Représentation schématique des différences entre H3.3 et ses deux histones canoniques H3.1 et
H3.2. On observe respectivement 4 & 5 aminoacides modifiés entre H3.3 et H3.2 et H3.1. Les aminoacides
impligués dans la reconnaissance par les chaperonnes sont notés en noir sur fond rouge. (A : alanine, S : sérine,
V : valine, M : méthionine, | : isoleucine, G : glycine, C: cystéine.)

Ces modifications entre les histones canoniques et H3.3 ne changent
vraisemblablement pas la structure générale du nucléosome (Jin and Felsenfeld, 2007). En
revanche, I’octamére d’histone contenant H3.3 semble étre moins stable que celui contenant
H3. Face a une augmentation de la concentration en sels, le nucléosome contenant H3.3 est
plus sensible que son homologue contenant H3 canonique. Cela se traduit par une perte plus

précoce des dimeres H2A-H2B lorsque H3.3 est présent (Jin and Felsenfeld, 2007).

1.1.2.3 Structure des génes H3f3a et H3f3b

Contrairement & H3.1 et H3.2, le variant d’histone H3.3 n’est pas transcrit a partir d’un
cluster de génes mais a la particularité d’étre transcrit & partir de deux genes distincts : H3f3a
et H3f3b. Les protéines issues de ces deux genes H3f3a et H3f3b sont nommeées
respectivement H3.3A et H3.3B. Ces protéines de 135 acides aminées sont strictement
identiques, on les retrouve d’ailleurs nommées sous le nom de H3.3 lorsque les auteurs de

travaux scientifiques ne font pas la différence entre les isoformes A et B.
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A B

. H3f3a ) TACAAA CTGCCCGCAAATCCACCGGTGGTAAAGCACCCAGGAA 0
H3f3a: HH‘ M °TT“M wdw
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 H3f3b 1 CCA CTAGGAAGTCC CCCC ACAG &
(162 pb) (151 pb) (154 pb) (2374 pb dont 129 pb codant)
_/ H3f3a 61
Signal poly-A H3f3b 61
S'UTR Intron 1 Intron 2 Intron 3 JUTR H3f3 2
(1521 pb) (1528 pb) (6911 pb) BRe AR
H3f3b 121 18e
H3f3a 181 e
H3f3b: H3f3b 181 )
Exon 1 Exon 2 Exon3 Exon4 ExonS Exon 6 H3f3a 241 A e
(107 pb) (151pb) (340 pb) (138 pb) (154 pb)(1624 pb dont 129 pb) b 241 A .
Signal poly-A H3f3a 301 CTGGTTGGCCTTTTTGAAGATACCAATCTGTGTGCTATCC 360
SUTR  Intron1 Intron2  Intron3 Intron 4 Intron 5 IUTR HBs 301 1L ‘el ‘c.‘«ﬂrc‘ S AL 360
(2400 pb) (586 pb) (359 pb) (103 pb) (89 pb)
H3f3a 361 ATGC
| \
H3f3b 361 ATGCCCAAAGACATCCAGTTGGCTCGCCGGATACGGGGGGAGAGAGCTTAA 411
H3.3A 1 MARTKQTARKSTGGKAPRKQLA 0
,,,,,,,,,,,,,,,,,, MARTKQTARKSTGGKAPRKQLA
H3.38 1 MARTKQTARKSTG 60
H3.3A 61  LLIRKLPFQRL GLFEDTNLCAIHAKRVTI 120
Séquence consensus LLIRKLPF /LVGLFEDTNLCATHAKRVTI
H3.38 61  LLIRKLPFQRL /LVGLFEDTNLCATHAKRVTI 120
H3.3A 121
Séquence consensus MPKDI ERA
H3.38 121 MPKDIQLARRIRGERA 136

Figure 14 : Analyse des séquences génomiques et protéiques des génes H3f3a et H3f3b de Mus musculus
(séquences récupérees via EnsEMBL, analyse par NCBI blast). (A) Représentation schématique de la structure
des génes H3f3a et H3f3b Les introns sont représentés par des traits fins, les exons par des rectangles. Les parties
codantes sont indiquées par des rectangles pleins. (B) Sur I’alignement des séquences codantes des genes H3f3a
et H3f3b, on observe 77% d’homologie entre ces deux séquences. (C) Une composition protéique identique est
observable sur ’alignement entre la protéine H3.3A et H3.3B (blast NCBI). Pour les deux protéines H3.3A et
H3.3B, le passage des exons 1 a 2 et 3 & 4 est identique et représenté par un triangle noir.

Le premier géne, H3f3a est porté par le chromosome 1 chez la souris (1;1H4) et
I’humain (1q42.12) alors que H3f3b est porté par le chromosome 11 chez la souris (11;11E2)
et le chromosome 17 chez I’humain (17925.1) (Source EnsEMBL et NCBI). De tailles
différentes ces genes sont composeés de 4 exons dont trois codants pour H3f3a et 6 exons dont
3 codants pour H3f3b chez Mus musculus (Figure 14A). L’alternance des exons codants a été
conservée entre ces deux isoformes chez la souris. En effet, elle s’effectue exactement au
méme endroit sur la séquence nucléotidique de H3f3a et H3f3b, aprés la tyrosine 42 et la
glutamine 94 (Figure 14 C). La séquence codante de H3f3a présente une homologie de 77%
avec celle de H3f3b (Figure 14 B). Les différences entre ces deux séquences nucléotidiques ne
modifient pas leur séquence protéique finale qui sont strictement identiques dans toutes les

especes.
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On retrouve dans la protéine H3.3, le domaine N-terminal, non structuré et le domaine
histone fold structuré nécessaire pour la formation de 1’octameére d’histones. Les protéines
H3.3A et H3.3B sont identiques, il est par conséquent impossible de les différencier (Figure
14 C). De ce fait, la majorité des publications étudie I’expression de H3.3A et H3.3B comme
un tout, sans faire de distinction. Pour les analyser séparément, certaines equipes analysent

I’ ARN messager ou alors inserent un tag sur I’une ou I’autre des isoformes de H3.3.

1.1.2.4 Les chaperonnes de H3.3

Les histones sont incorporées a la chromatine par des complexes protéiques hommes
des chaperonnes. Dans le cas des histones H3.1, H3.2 et H3.3, on sait que le site de
reconnaissance se situe sur les positions 87, 89 et 90. Il existe une chaperonne specifique pour
les histones canoniques H3.1 et H3.2 qui est CAF-1. H3.3 dispose de deux chaperonnes
spécifiques pour étre incorporé a la chromatine nommées DAXX/ATRX et HIRA (Zhang et
al., 2016). Elles ont la particularit¢ de déposer H3.3 soit dans I’hétérochromatine via
DAXX/ATRX soit dans I’euchromatine via HIRA (Figure 15).

HIRA

DAXX/ATRX

HIRA

[ Hétérochromatine
- Euchromatine

Figure 15 : Image d’un chromosome ou sont représentées les régions particuliéres de ’incorporation de
H3.3 en fonction de sa chaperonne. H3.3 est incorporé au niveau des régions d’hétérochromatine par le
complexe DAXX/ATRX (zone en gris) et dans I’euchromatine par HIRA (en gris). Le centromére est représenté
en rouge.

DAXX/ATRX (alpha-thalassemia/mental retardation X-linked) :

Le complexe d’incorporation de H3.3, composé de la chaperonne DAXX et du facteur
de remodelage ATRX de la famille SWI/SNF, est responsable de la déposition de H3.3 dans

les zones de séquences répétées du génome (Drane et al., 2010; Goldberg et al., 2010; Wong
32



et al., 2010a) via son site AIG (Figure 13 et 16). ATRX a été identifiée au départ sur des
patients présentant une mutation sur des genes liés au chromosome X provoquant chez ces
patients un retard mental, une alpha-thalassémie ainsi que de multiples malformations
(Picketts et al., 1996).

Figure 16 : Structure cristallographique de H3.3 et DAXX. Représentation de la structure cristallographique
du domaine de liaison de H3.3 avec son histone de déposition DAXX. En vert, on peut voir la localisation de H4
qui forme un dimére avec H3.3 en bleu. La glycine en position 90 (en rouge) permet la reconnaissance et la prise
en charge par DAXX (en orange) du dimére H3.3-H4 (d’aprés Elsasser et al., 2012).

L’association de H3.3 avec I’hétérochromatine a été pour la premiere fois rapportée
sur les télomeéres dans des cellules souches de souris en 2009 (Wong et al., 2010b). Cette
découverte a éteé suivie de pres par I’identification des deux facteurs ATRX et DAXX qui se
localisent sur les téloméres au niveau des structures secondaires G quadruplex (Law et al.,
2010; Levy et al., 2015). Ces deux complexes ont été jugés essentiels pour le dép6t du variant
d’histone H3.3 sur I’hétérochromatine télomérique et péricentromérique (Drane et al., 2010;
Goldberg et al., 2010; Wong et al., 2010a). Néanmoins, la signification fonctionnelle de cette
voie de dépdt ainsi que la présence de H3.3 dans ces régions particuliéres reste inconnue

aujourd’hui.

Ce déplt est realisé aussi dans des zones d’hétérochromatines constituées de
séquences répétées réparties dans tout le génome comme les rétrotransposons ou les Tlots CpG
hyperméthylés de I’ADN (Elsésser et al., 2015; He et al., 2015; Sadic et al., 2015; VVoon et al.,
2015). Ces données coincident avec le fait que DAXX, ATRX et H3.3 sont enrichis sur des
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sites principalement retrouvés dans les zones d’hétérochromatines présentant H3K9me3,
H4K20me3, HP1 et la méthylation de I’ADN. Sur les éléments transposables comme ERV
(Rétrovirus endogene), ATRX/DAXX et H3.3 ont été retrouvés enrichis ainsi que
KAP1/SETDBL, une lysine transférase qui catalyse H3K9me3. Il a été démontré que ATRX
reconnait la méthylation de H3K9me3 via son domaine ADD (ATRX-Dnmt3-Dnmt3L)
(Dhayalan et al., 2011; Eustermann et al., 2011; Iwase et al., 2011) et que DAXX interagit
directement avec KAP1 (Elsasser et al., 2015). La perte de I’un de ces deux acteurs ATRX ou
DAXX provoque une chute de H3K9me3 et de H3.3 dans ces régions (Udugama et al., 2015a;
Voon et al., 2015). Désormais, 1’hypothése mise en avant propose que H3.3, DAXX, ATRX
et H3K9me3 sont intiment liés dans le maintien d’une hétérochromatine silencieuse sur les

séquences répétées.

H3.3 semble pouvoir subir des modifications post-traductionnelles sur les zones
d’hétérochromatine mais via des mécanismes différents. Sur les rétrotransposons, il a été
proposé que KAP1/SETDB1 puisse catalyser une modification post-traductionnelle de H3.3 :
H3.3K9me3. A l’inverse, sur les téloméres et les régions péricentromériques, H3.3K9me3
serait catalysée par SUV39H1 (Suppressor of variegation 3-9 homolog 1) (Benetti et al.,
2007; Leung et al., 2014). En effet, la perte de SUV39H1 induit une perte de la modification
H3.3K9me3 spécifique sur les téloméres (Peters et al., 2001; Udugama et al., 2015b).

Il n’en reste pas moins que la mise sous silence transcriptionnel de toutes ces régions
d’hétérochromatine est un élément clé pour la stabilité génomique. En effet, la mutation de
ATRX ou son absence est directement corrélée avec une altération des téloméres dans de
nombreux cancers comme les tumeurs pancréatiques neuroendocrines (Heaphy et al., 2011).
Dans les souris dépourvues de ATRX ou de H3.3, on note une augmentation de 1’expression
de rétrotransposons tel que IAP (Intercisternal A particle) (Elsasser et al., 2015; Sadic et al.,
2015). La levée du silence transcriptionnel sur les séquences répétées comme les
rétrotransposons provoque une instabilité génomique. De nombreuses hypotheses suggeérent
que H3.3 serait un acteur décisif dans le maintien d’une hétérochromatine silencieuse et par la

méme de la stabilité et de I’intégrité du génome.
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HIRA (Histone Regulator A) :

Le premier complexe de déposition de H3.3 découvert a été le complexe HIRA du
nom de sa protéine centrale HIRA (Tagami et al., 2004). H3.3 est co-purifié avec ce complexe
que ce soit chez la levure ou I’humain, ce qui suggére une conservation de cette voie
d’assemblage durant 1’évolution (Elsaesser and Allis, 2010; Tagami et al., 2004). Ce
complexe est composé de la protéine HIRA, de I’ubinuclein-1 (UBN1), de CABIN1
(Calcineurin binding protein 1) et de ASFla (Anti-Silencing Function 1A) (Figure 17). Toutes
ces protéines se lient a la protéine HIRA respectivement sur son domaine N-terminale pour
UBNL1, sur son domaine B central pour ASF1a et sur son domaine C-terminal pour CABIN1.
ASFla coopére avec ce complexe mais sa présence n’est pas strictement nécessaire a son
fonctionnement. En revanche, il a été montré récemment par cristallographie que UBNL1 est le
premier responsable de 1’interaction entre le complexe HIRA et le motif AIG de H3.3 (Figure
17) (Daniel Ricketts et al., 2015).

A Tinverse de DAXX/ATRX, le complexe HIRA dépose H3.3 sur des domaines
chromatiniens riches en genes transcriptionnellement actifs ou se situe I’ARN polymérase I1.
La quantité de H3.3 est positivement corrélée avec I’expression de ces génes (Mito et al.,
2005; Schwartz, 2005). Plus précisément, H3.3 est déposé par HIRA sur les régions
régulatrices, les promoteurs et les séquences intergéniques sans que 1’on sache encore
aujourd’hui quel est son role exact. Dans les cellules souches dépourvues en HIRA, les
enrichissements en H3.3 sur le promoteur et le corps des genes actifs sont affectés. Cela
suggere que HIRA participe a la déposition de H3.3 sur ces sites spécifiques (Ray-Gallet et
al., 2011). H3.3 peut dans ces zones actives en transcription étre associé a d’autres variants
d’histones. Ainsi la présence de nucléosomes double variants H3.3/H2A.Z est un marqueur
des zones particulierement pauvres en nucléosomes comme les promoteurs actifs ou les

régions régulatrices chez 1’humain (Jin et al., 2009).

Il est important de noter que HIRA et H3.3 sont en lien direct avec les mécanismes de
signalisation cellulaire. En effet, le dépbt de H3.3 par HIRA dans la chromatine est régulé par
une sérine/thréonine kinase PAK2 qui phosphoryle H4 sur la sérine 47 (H4S47ph) et favorise

ainsi le dép6t de H3.3. Dans le méme temps, la phosphorylation de H4 est capable de réduire
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I’association entre CAF1 et H3.1. Cela favorise ainsi I’incorporation de H3.3 dans le dimeére
avec H4S47ph dans les cellules humaines au détriment de H3.1 (Kang et al., 2011). Une autre
modification post-traductionnelle comme H3K4me2 est présente lorsque H3.3 est fortement
incorporé. Cette derniére modification est le signe d’une euchromatine ou les génes sont actifs

chez D.melanogaster (Mito et al., 2005).

Figure 17 : Structure cristallographique de l’association du dimére H4-H3.3 avec ses complexes de
remodelage. (A) Représentation de la structure cristallographique de H4 (en vert) et H3.3(en bleu) avec UBN1
(en orange) et ASF1la (en gris) composant le complexe de remodelage HIRA. (B) Comparaison des structures
cristallographiques du dimére H4-H3.3 complexé avec ses deux chaperonnes en orange UBN1 (complexe HIRA)
et DAXX en violet (complexe DAXX/ATRX). La glycine G90 est indiquée en jaune. On observe que la
structure au niveau de la liaison entre UBN1 ou DAXX avec le dimere H4-H3.3 est similaire malgré une
composition protéique et une structure générale trés différente entre ces deux chaperonnes (d’aprés Daniel
Ricketts et al., 2015).

De nombreuses études ont montré récemment que HIRA n’agit probablement pas
seule pour déposer H3.3 au sein de la chromatine. Notamment, dans les cellules souches de
souris, HIRA, H3.3 et le complexe répressif polycomb2 (PRC2) interagissent pour maintenir
une chromatine spécifique sur les genes nécessaires a la différenciation. Dans un autre
contexte du développement, au niveau de 1I’embryogenése précoce, HIRA dépose H3.3 sur le
génome paternel lors de sa décompaction chez la Drosophile et la souris. A cette étape les
protamines initialement placées sur le génome paternel lors de la spermiogenese sont
remplacees par les histones dans 1’embryon précoce. Le complexe de remodelage CHD1 de la
famille des SWI/SNF intervient avec HIRA pour I’incorporation de H3.3 sur le génome

paternel dans I’embryon de bovin (Zhang et al., 2016).
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Le variant d’histone H3.3 et la machinerie de réparation de I’ADN

Il est a noter également que H3.3 intervient dans de nombreuses fonctions cellulaires
essentielles comme la réparation. Notamment, lors de dommages a I’ADN liés aux
rayonnements UV, H3.3 est incorporé tres rapidement par HIRA sur les sites 1ésés. Son réle
serait de protéger ces sites et d’assurer le maintien de la progression de la boucle de
réplication aprés dommage (Frey et al., 2014). H3.3 peut aussi étre recruté dans le
redémarrage de la transcription suite aux dommages a I’ADN. En effet, ’absence de H3.3
provoque une altération de la synthése d’ARN aprés illumination aux UV (Adam et al., 2013).
Dans ce contexte, lorsqu’il y a cassure de I’ADN plusieurs marques d’hétérochromatine

apparaissent comme H3.3 sur les sites de cassures. On retrouve notamment yH2AX.

Ainsi H3.3 est un acteur de la machinerie de réparation mais on ne connait pas encore
son role exact. Il est intéressant de noter que de plus en plus d’études mettent en évidence une

implication de H3.3 également dans la tumorigéneése.

1.1.2.5 Le potentiel oncogénique de H3.3

Le variant d’histone H3.3 est associé a de nombreux cancers comme le glioblastome a
haut grade (cancer du cerveau) de I’enfant et du jeune adulte, les chondroblastomes et les
tumeurs de 1’os a grandes cellules. Le glioblastome pédiatrique a haut grade représente entre 8
et 12% des cancers du cerveau mais il est malheureusement dévastateur puisque 70 a 90% des
patients sont décédés 2 ans a peine apres le diagnostic (Wu et al., 2014). On ne posséde pas
encore de traitement efficace qui puisse contrecarrer ces cancers (Kallappagoudar et al.,
2015). Le séquencage de ces tumeurs a révélé la présence de mutations dans H3.3 chez un
grand nombre de patients. Par exemple, dans le cas de cancer du cerveau, nommé gliome du
tronc cérébral, H3.3 est retrouvé muté chez 78% des patients. Ces mutations peuvent étre une
modification du type K27M, G34R, G34V G34W G34L et K36M.

Bien que H3.3A et H3.3B possedent une séquence en acide aminée identique certaines
mutations sont retrouvées uniquement sur 1’une ou I’autre de ces isoformes dans un tissu
tumoral donné. Par exemple, la mutation K36M sur H3.3 n’est portée que par la forme H3.3B

dans les chondroblastomes alors que les autres modifications sont uniquement portées par
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H3.3A (Behjati et al., 2013). Notons par exemple que les mutations G34R ou G34V sont
portées par H3.3A uniquement dans les glioblastomes pédiatriques multiformes localisés dans
les hémisphéres du cerveau, alors que la mutation K27M est retrouvée dans le gliome du tronc
cérébral au carrefour entre le cerveau, le cervelet et la moelle épiniére (Aihara et al., 2014;
Bjerke et al., 2013; Schwartzentruber et al., 2012; Wu et al., 2014) (Figure 18 A et B ). De
facon surprenante, H3.3A G34 peut subir d’autres mutations différentes G34W et G34L mais
cette fois-ci dans les tumeurs de I’os a cellules géantes (Behjati et al., 2013). Dans les cancers
de I’0s, la mutation K36M est presque systématique puisqu’on la retrouve dans le tissu
cancéreux de 95% des patients atteints de chondroblastome (Behjati et al., 2013;
Kallappagoudar et al., 2015; Schwartzentruber et al., 2012; Wu et al., 2014). On remarque
également une distribution de la classe d’age des patients corrélée aux mutations. En effet, les
patients porteurs d’une mutation K27M sont extrémement jeunes, essentiellement avant leur
15 ans alors que les mutations de type G34 sont plus tardives depuis 1’adolescence jusqu’au

jeune adulte (Figure 18 C).
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Figure 18 : Mutations de H3.3 dans différents tissus cancéreux associés a 1’Age des patients lors de leur
diagnostic. (A) Représentation des différentes aires du cerveau ou sont localisées les tumeurs associées a la
mutation H3f3a G34R/V (en rose) et H3f3a K27M (en bleu). (B) Dessin illustré d’un os long composé de ces
trois parties : la diaphyse, la métaphyse et I’épiphyse avec les tumeurs associées a la mutation H3f3b K36M pour
les chondroblastomes et H3f3a G34W/L pour les tumeurs de I’0s a grandes cellules. (C) graphique représentant
I’age a laquelle les patients ont été diagnostiqués. On observe un resserrement de I’ages dans les mutations
K27M, G34R/V et G354W/L (Modifié de Kallappagoudar et al., 2015).
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Ainsi, il est de plus en plus admis que les mutations de H3.3 possedent un pouvoir
oncogénique. En revanche, il reste aujourd’hui a comprendre comment la cascade des
mutations se déroule et quels sont les nouveaux mécanismes mis en place par les mutations de
H3.3. La réponse a ces questions permettrait d’apporter de nouvelles connaissances afin de

trouver un traitement adapté pour ralentir la progression tumorale ou micux 1’éliminer.

1.1.2.6 Importance de H3.3 dans la fertilité

Le variant d’histone H3.3 est impliqué dans la reproduction. Quelques travaux dont la
grande majorité ont été publiés pendant la préparation de ma thése, montrent que I’absence ou
I’altération de 1’un ou 1’autre de ces deux genes provoque des defauts de fertilité méle chez la
souris (Bush et al., 2013; Couldrey et al., 1999; Tang et al., 2013; Yuen et al., 2014).

De maniére surprenante, les phénoménes observés divergent entre les différentes
publications. Notamment, il a été décrit I’apparition d’une sub-fertilité chez les males exempts
de H3.3A avec apparition de spermatozoides anormaux (Couldrey et al., 1999; Tang et al.,
2015). A I’inverse en 2015, une étude montre que 1’absence de H3.3A n’a aucun impact sur la
fertilité (Jang et al., 2015). Dans le cas du géne H3f3b, les publications divergent également.
Le groupe de Mann en 2015 relate une stérilité des males hétérozygotes H3.3B""° par une
disparition des spermatides rondes, alors que I’équipe de Knoepfler montre que des males
hétérozygotes H3.3B"™ sont fertiles (Tang et al., 2015; Yuen et al., 2014). Dans cette

derniére publication, seuls les males homozygotes H3.3B%K°

présentent une sterilité. Le
modéle propose par 1’équipe de Knoepfler stipule que I’absence d’une quantité suffisante de
H3.3 induirait une diminution de I’expression des geénes nécessaires a la spermiogenése
associée a une eéviction non compléte des histones en spermiogenése. La raison des
différences observées entre ces études n’est pas comprise aujourd’hui. Néanmoins, on peut
remarquer que ces études ont été menées sur des souris transgéniques avec des fonds
génetiques et des constructions genomiques parfois différentes. Cela pourrait étre expliquer

tant de divergence entre ces résultats.

L’impact de H3.3 sur la fertilité est relativement conservé entre especes puisque qu’il
a aussi été decrit chez la Drosophile. On releve notamment que 1’absence de H3.3 est
directement corrélée avec 1’apparition de males stériles dans cette espéce. A cette occasion, il

a eté montré que la fertilité des males ne peut pas étre restaurée par la surexpression de
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I’histone canonique H3. La stérilit¢ n’est donc pas le résultat d’'une quantité insuffisante
d’histones de la famille des H3 mais bien a une absence du variant H3.3 (H6dl and Basler,
2009; Sakai et al., 2009).

Chez les souris males, I’expression des deux génes H3f3a et H3f3b est détectée lors de
la spermatogenése (Bramlage et al., 1997; Yuen et al., 2014). Notamment, H3.3 semble
s’accumuler dans le corps sexuel des cellules en prophase | de la méiose (van der Heijden et
al., 2007). En fin de spermatogenése, lors de la formation du spermatozoide, il est intéressant
de noter que la totalité¢ des histones n’est pas totalement échangée avec les protamines. On
estime qu’il reste environ 1% d’histones résiduelles sur la chromatine spermique. Ces
nucléosomes résiduels sont largement composés de H3.3 chez la souris. Cette fraction de
H3.3 est localisée dans des régions génomiques importantes pour le développement du zygote
(Erkek et al., 2013; Kong et al., 2018). Notamment, H3.3 est enrichi sur les Tlots CpG non
méthylés. Les ilots CpG sont fréeguemment associés a des promoteurs de géenes actifs. Cet
enrichissement est conservé dans 1’évolution car on le retrouve chez la souris comme chez
I’humain (Hammoud et al., 2009). Par conséquent, il a été suggéré que la présence d’histones
et notamment de H3.3, sur les ilots CpG non méthylés dans le spermatozoide, constitue une
marque épigénétique forte qui participe a la transmission d’une mémoire épigénétique
transgénérationnelle du génome paternel. Dans le zygote, les variants histones H3.3 paternels
sont progressivement remplacés par les variant d’histones H3.3 maternels (Kong et al., 2018).
Il est aujourd’hui indéniable que H3.3 est un acteur essentiel dans la reproduction et
particulierement dans la spermatogenese. Néanmoins, les mécanismes cellulaires et

moléculaires impliqués dans ce phénomene restent encore aujourd’hui largement méconnus.
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1.2 L’ORIGINE DE LA VIE, VUE A TRAVERS LA
SPERMATOGENESE

1.2.1 Le déroulement de la spermatogenéese

1.2.1.1 Rappel sur I’appareil génital masculin

Le testicule et I’épididyme :

Chez les mammifeéres, ’appareil génital male est dédié a la production des gamétes
males ou spermatozoides. Chez un humain, environs 10° spermatozoides sont produits par
seconde cela représente 45 millions de spermatozoides produits en 24 h pour un seul testicule
(Johnson, 1994). Les testicules ont une seconde fonction qui est la synthése des hormones
stéroidiennes (les androgenes majoritairement la testostérone). Ces hormones outre le fait
qu’elles soient essentielles a la production de spermatozoides, déterminent les caracteres

secondaires méles de I’individu (Figure 19).
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Figure 19 : Testicule de souris et sa structure interne. Schéma représentant une coupe de testicule. Les
spermatozoides sont formés dans les tubules séminiferes logés dans les nodules testiculaires séparés par de fines
cloisons conjonctives. Chaque tubule séminifére débouche sur un élément droit reliant a la rete testiculaire. Les
canaux excréteurs extra-testiculaire continuent par les canaux efférents qui se déversent dans le canal de
1épididyme puis dans le canal efférent (Modifier de Arnheim and Calabrese, 2009).
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De forme ovoide, les testicules sont délimités par une membrane de tissu conjonctif
épais nommée la tunique albuginée. Sur son pble supérieur, on peut observer un
épaississement qui est le siege du regroupement des tubules séminiféres dans la rete
testiculaire chez la souris comme chez I’homme. Les tubules séminiféres, lieu ou se déroule la
spermatogenése, sont regroupés entre 1’albuginé et la rete testiculaire dans un lobule. A
I’intérieur de chaque lobule, se logent 2 & 3 tubules séminiféres enroulés. Chaque testicule
contient entre 200 et 300 lobules séparés par de fines cloisons conjonctives.

Chaque tubule séminifére converge vers la rete testiculaire par un tube droit qui sera
ensuite dirigé vers les canaux efférents qui se regroupent pour former le canal de 1’épididyme
puis le canal déférent (Figure 19). Plusieurs glandes reproductives accessoires débouchent
dans le canal déférent dont la vésicule séminale et la prostate, qui produisent le liquide
séminal, qui mélangé avec les spermatozoides correspondent au sperme. Une fois mélange,

les spermatozoides sont momentanément regroupés en attendant d’étre expulsés via 1’urétre.

Les tubules séminiferes :

En coupe histologique, les tubules séminiféres sont des structures rondes ou tubulaires
aisément identifiables car riches en cellules de la lignée germinale et bien délimités par une
lame basale constituée de cellules myéloides. Sur le pourtour interne de cette gaine tubulaire
se situent le noyau des cellules de Sertoli et des cellules souches germinales (Figure 20). De la
lame basale au centre du tubule séminifére, on observe toutes les étapes de la différenciation
spermatogénique du stade le plus précoce au stade le plus différencié, le spermatozoide. Au
centre ou se trouve la lumiere du tube, les spermatozoides vont étre libérés des cellules de
Sertoli. Les spermatozoides suivront ensuite les canaux intra et extra testiculaires. A ce stade,
ils ne sont pas encore matures. Une premiére maturation a lieu dans 1’épididyme et ce n’est
que dans le tractus féeminin que le spermatozoide termine sa maturation pour devenir
fécondant. L’association des cellules de la lignée germinale avec les cellules somatiques de
Sertoli constitue 1’épithélium séminifére (Hasegawa and Saga, 2012; Johnston et al., 2008;
Timmons et al., 2002; Yoshida, 2006; Johnston et al., 2011).
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Figure 20 : Coupe histologique transversale d’un testicule de souris adulte et plus précisément d’un tubule
séminifére. (A) Coloration a I’hématoxyline-éosine d’une coupe de testicule de souris de 10 um d’épaisseur
(échelle : 100 um). (B) Agrandissement d’un tubule séminifére ou 1’on retrouve les cellules de Sertoli marquées
par I’anticorps SOX9 (en vert), les cellules en méiose (pachyténes) marquées par I’anticorps SCP3 (en rouge) et
les cellules souches germinales non marquées et positionnées sur la face interne de la lame basale entre les
cellules de Sertoli et les pachyténes. Les cellules en post-méioses sont marquées par le DAPI et aisément
reconnaissables par leur morphologie. Les cellules rondes sont petites et possédent au centre de leur noyau une
zone d’hétérochromatine bien ronde et centrale. Les spermatozoides présentent une chromatine marquée au
DAPI en forme d’aiguille dans la lumiére du tubule séminifere. Le tubule séminifére est maintenu par les
cellules myoides de forme allongées situées sur la face externe du tube (échelle 10 pum).

Entre chaque tubule séminifere se trouve du tissu conjonctif. Particulierement
vascularisé, ce tissu apporte tous les nutriments nécessaires aux cellules dédiées a la
spermatogenese. Le tissu conjonctif est composé également d’ilots de cellules endocrines
nommeées cellules de Leydig. Le réle principal des cellules de Leydig est de sécréter de la
testostérone nécessaire au bon fonctionnement de I’ensemble des organes reproducteurs, de la
spermatogenese et des caracteres secondaires males (musculature, changement de voix a la
puberté, pilosité...). La production de testostérone est sous le controle d’une boucle de rétro-

action via I’adénohypophyse et I’hypothalamus.
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1.2.1.2 Les étapes de la spermatogenése

La spermatogenése est le processus dédié a la formation des gameétes males, les
spermatozoides. De ce fait, il est a la base de la survie de ’espéce de par la transmission
héréditaire du patrimoine génétique male mais plus largement aussi du processus fondamental
de I’évolution des espéces a travers la réorganisation génétique entre chromosomes a cette
étape. Ce phénomene est finement régulé et suit un programme cyclique bien défini que nous

allons aborder dans cette partie de maniére générale puis étape par étape.

La spermatogenése, un processus cyclique :

La spermatogenése se deroule au sein des tubules seminiféres dans les testicules. Ce
processus de formation des spermatozoides est un processus de différenciation cellulaire de la
cellule souche germinale vers un état de différenciation ultime, le spermatozoide. Elle peut se

subdiviser en quatre étapes :

Dans une premiére étape dite « mitotique », les cellules souches germinales nommées
spermatogonies s’auto-renouvellent par division mitotique afin de maintenir des foyers
souches a partir desquels de nouvelles vagues de spermatogenése pourront démarrer. Les
spermatogonies en auto-renouvélement sont de type A. Sur coupe transversale de tubule
séminifére, on peut observer les spermatogonies intermédiaires et de type B en début de
différenciation (Figure 21).

Dans une seconde étape nommée « méiotique », les cellules souches de type B
continuent leur différenciation et subissent deux méioses successives qui donneront naissance
aux spermatides rondes. Une des étapes clé de la méiose est la réplication de tout le
patrimoine génétique puis la formation d’enjambement des chromosomes pour réaliser le
brassage génétique. In fine, une cellule souche (diploides, 2N) engendre une cellule méiotique
(tétraploide, 4N) qui apres divisions méiotiques donne naissance a quatre spermatides rondes
(haploides, 1N) (Figure 21). En histologie, on observe les différentes étapes de la méiose du
spermatocyte préleptoténe, leptoténe, zygoténe, debut de pachyténe, pachyténe, diacinese,

spermatocyte secondaire.
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Dans une troisieme étape dite « post-méiotique », chaque spermatide ronde haploide
se transforme en spermatozoide, c’est la spermiogenese. Dans cette derniére étape un
important remodelage de la chromatine est nécessaire pour ultra-compacter le génome
masculin dans le spermatozoide en vue de son périple vers ’ovule. Chez la souris, il existe
une multitude d’étapes entre la spermatide ronde et le spermatozoide. Une classification a été
mise en place et divise la spermiogenese en 16 sous étapes chez la souris (Hess and Renato de
Franca, 2008).

L’¢étape finale est la libération du spermatozoide par la cellule de Sertoli dans la
lumiere du tubule séminifére. Cette étape est nommée la spermiation. Le cytoplasme résiduel
du spermatozoide est récupéré par la cellule de Sertoli pendant que le spermatozoide est

emmené dans le tube par les sécrétions.
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Figure 21: Représentation des différentes étapes de la spermatogenése. Les grandes étapes de la
spermatogenese sont la mitose des cellules souches germinales nommées spermatogonies (2N). Leur
différenciation aboutie a la réplication du génome complet (4N) en leptoténe. Une premiére division méiotique
est reéalisée (méiose 1) divisant ainsi le patrimoine génétique de moitié (2N) suivi immédiatement par la seconde
division méiotique (Méiose Il). Cette derniere division donne naissance & des spermatides rondes haploides (1N)
qui elles méme apres la spermiogenése formeront les spermatozoides.

Chez la souris, un processus complet de spermatogenése requiere 35 jours de la
spermatogonie de type A a la spermiation (Clermont, 1972). Ce processus, extrémement long,
doit néanmoins assurer une production constante de gametes males. Pour réaliser cela, la
spermatogenese est hautement synchronisée avec un depart de différenciation tous les 8,6
jours (Clermont, 1972). Chaque spermatogonie donnera naissance a des spermatogonies

intermédiaires qui a leur tour deviendront des spermatogonies de type B et entreront en
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méiose. Chaque division de spermatogonie constitue une nouvelle vague de différenciation
qui s’additionne a la précédente (Figure 22). Les différentes vagues de la plus ancienne a la
plus récente se retrouvent cote a cote le long du tubule séminifere (Figure 23).

Spermatocytesron
Spermatocytes pachyténes

Spermatocytes prélept

Spermatogoniestype Al @

Spermatogoniestype A @

AU AU AW AW AW AW 4
8,6) 8,6) 8,6) 8,6) 8,6) 8,6

09902\
CIOIEOINOR

0]0)(S)
0](0) Q0]
00’90

Figure 22 : Geénération de vagues de différenciation de I’épithélium séminifére. La premiére vague de
différenciation commence par la division des spermatogonies. Une part de ces cellules souches entre en
différenciation et devient une cellule en préleptoténe et I’autre partie reste pour constituer des futures vagues de
différenciation. Cette premiére vague suit son cours. Les cellules en préleptotenes deviennent des spermatocytes
pachyténes pendant que les spermatogonies se divisent une seconde fois pour donner naissance a la deuxiéme
vague de différenciation 8.6 jours apres. La premiére vague en stade pachyteéne poursuit en spermatide ronde
pendant que la seconde vague en stade préleptoténe passe au stade pachytene a son tour et que la troisieme vague
apparait. Le processus est continu et rythmé par les spermatogonies (Modifié de Griswold, 2016).

Cette vague de différenciation n’est pas unidirectionnelle mais bidirectionnelle. En
effet, lorsque le tubule séminifere est coupé de facon transversale, plusieurs couches
cellulaires se distinguent et correspondent a chaque vague de différenciation. Dans la
premiere couche, proche de la lame basale se trouvent les cellules précoces de type
spermatogonies ou pré-leptotenes. Elles constituent la vague de différenciation la plus récente.
La couche secondaire est composée de cellules en cour de méiose. Elles ont pour origine une
vague plus ancienne de différenciation. Enfin, vers la lumiére du tube, on retrouve la
troisieme vague formée de spermatozoides en cours d’élongation ou de libération dans la
lumiere. Ces derniers sont issus d’une vague plus ancienne encore, commencée il y a une

trentaine de jours.

Dans une coupe transversale de tubule séminifere, on ne retrouve pas simultanément la
totalité de tous les états de différenciations cellulaires réunis mais seulement quelques-uns et

de facon surprenante toujours les mémes. En effet, les coupes histologiques révelent une
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association récurrente des mémes cellules germinales dans un etat de différenciation
particulier. Ces associations récurrentes ont été observées pour la premiere fois en 1890 et
nommees par LeBlond et Clermont « cycle de 1’épithélium séminifere » en 1952 (Leblond
and Clermont, 1952). De la, est née une nomenclature en 12 stades qui divisent la
spermatogenese. Il est connu depuis longtemps que chaque étape de la spermatogenese a une
durée constante pour une espece donnée. La différenciation des cellules germinales est donc
réglée par un programme strict a 1I’échelle du temps. Le cycle est donc défini par I’association
récurrente des cellules germinales a un endroit du tube au fil du temps. Une étape de ce cycle
occupe un segment linéaire le long du tubule séminifére. L’étape suivante sera localisée sur le

segment juxtaposé au premier et ainsi de suite tout au long du tubule séminifére (Figure 23).
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Figure 23 : Cycle de I’épithélium du tubule séminifére. (A) Représentation schématique du démarrage et de
I’évolution d’une nouvelle vague de différenciation a partir d’une cellule souche en fonction du temps. Les
cellules souches indifférenciées sont représentées en rouge alors que les différenciées sont représentées en bleu
(In: Spermatogonies intermédiaires ; B : Spermatogonies de type B). Chaque fleche marque le début d’une
nouvelle vague de différenciation. Toutes les étapes de différenciation sont indiquées par une couleur, en vert,
les préleptoténes ; en violet, les cellules méiotiques en ordre chronologique (L : leptoténe ; Z : zygotene ; P :
pachytene ; D : diakinése ; m2°m : 2 divisions méiotiques) ; en orange, les spermatocytes rondes du stade 1 a 7 ;
en gris, les spermatozoides en élongation et terminaux (stade 8 a 16). (B) Le long du tubule séminiféere, on
retrouve cette organisation en 12 stades (I a XII) sous forme de schéma en B et de photographie en C. (C)
Coloration PAS/Hématoxiline de différents stades de tubule séminifére, on observe une composition cellulaire
différente en fonction des stades (Ser: cellule de Sertoli; SS: spermatocyte secondaire ; S: spermatocyte
ronde ; Mit : mitose ; Mei : Méiose). (Modifié de Griswold, 2016; Meistrich and Hess, 2013).
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Malgré de nombreux progres dans ce domaine, on ne connait pas encore exactement le
processus qui régit ce cycle. Néanmoins, il a été proposé qu’il soit li¢ par un facteur
extrinséque, la vitamine A (ou rétinoique acide, RA). Griswold propose le modele selon
lequel des pulsations de RA seraient présentes tout au long du tubule séminifére avec un pic

au stade VIII a IX et un creux au stade I a Il (Figure 24).

Picomoles d’acide rétinoique
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Figure 24 : Le modéle proposé par Griwold basé sur des pulsations d’acide rétinoique pour générer les
cycles de I’épithélium du tubule séminifére. Des augmentations et des diminutions de RA conduisent les
vagues de différenciation le long du tubule séminifére avec un pic en stade VIII et IX et un creux en stade I, 1 et
Il (Modifié de Griswold, 2016).

Régulation génique au cours de la spermatogenese :

Comme nous venons de 1’aborder, chaque cellule composant I’intérieur du tubule
séminifére se situe a une étape particuliéere dans son processus de différenciation. Son
environnement et son état ne sont pas figés mais évoluent au cours de la différenciation. Cela
provoque de fait une adaptation de chacune des cellules et par la méme une modification de
son expression génique. Certains géenes s’éteignent alors que d’autres au contraire deviennent
actifs durant ces étapes de différenciation. En 2008, Johnston a montré une progression de
I’expression génique des cellules germinales durant toute la spermatogenese. Cette évolution
de I’expression des génes n’est pas limitée aux cellules germinales mais est aussi valable pour

les cellules nourriciéres, les cellules de Sertoli (Figure 25).
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Figure 25 : Quantité relative de I’expression de 1286 groupes d’amorces régulés avec un facteur 4 dans
différents types cellulaires et dans chaque étape de la spermatogenése. Les groupes d’amorces spécifiques
d’un géne sont classés dans un premier temps en fonction du type cellulaire et dans un second temps selon le
stade du tubule séminifére. On observe une nette évolution de ’expression génique des différentes cellules
impliquées dans la spermatogenese y compris des cellules somatiques et les cellules de Sertoli. (En rouge sont
représentés les génes ayant une forte expression, en blanc les génes ayant une expression moyenne et en bleu les
génes dont I’expression est diminuée.) (d’aprés Johnston et al., 2008).

Le détail de chaque état de différenciation sera decrit plus amplement dans la partie ci-

dessous.

1.2.1.3 La phase | : Les cellules souches germinales

Toute la lignée germinale dérive d’un seul type cellulaire, les cellules souches
germinales également nommées spermatogonies. De fait, ce sont elles qui vont transmettre les
informations génétiques pour les générations futures. Ces cellules sont des cellules souches
adultes multipotentes. Leur nombre est extrémement faible puisqu’elles ne représentent que
0,02 a 0,04% des cellules totales de la spermatogenese (Tegelenbosch and de Rooij, 1993).
Leurs auto-renouvélement par mitose assure une production de spermatozoides de

I’adolescence jusqu’a un age trés avanceé.

Elles sont localisées sur la face externe du tubule séminifere nichées entre les cellules
de Sertoli. Les jonctions serrées situées entre les cellules de Sertoli ont un role a la fois
protecteur mais permettent aussi aux spermatogonies d’évoluer dans un micro environnement

particulier propice a leur auto-renouvelement et leur différenciation. Notamment, les cellules
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de Sertoli fournissent le facteur principal nécessaire au maintien et a I’auto-renouvelement des
spermatogonies : le GDNF (Glial Cell Derived Neurotrophic Factor) (Kanatsu-Shinohara et
al., 2003; Kubota et al., 2004). Le GDNF est un facteur finement régulé dans le processus de
spermatogenese. Chez les souris transgéniques surexprimant GDNF, les spermatogonies
s’accumulent dans les tubules seéminiféres et la différenciation est inexistante provoquant la
stérilité de I’individu. A I’inverse, I’absence de GDNF dans les souris transgéniques induit
également une stérilité et une absence de différenciation cellulaire directement liée a une perte

de spermatogonies(Jijiwa et al., 2008; Meng et al., 2000; Naughton et al., 2006).

1.2.1.4 La phase Il : Méiose et brassage genetique

Pour obtenir des cellules haploides (1N) compétentes pour la fécondation, les cellules
germinales vont devoir subir deux divisions meéiotiques successives. Ce processus est tout
d’abord précédé d’une réplication de la totalité de I’ADN. Les cellules germinales ainsi
formées sont constituées de 2 chromatides d’origine maternelle et deux chromatides d’origine
paternelle (4N). La premiére division méiotique dite « réductionnelle » méne a la séparation
des chromosomes homologues d’origines maternel et paternel. Les deux cellules ainsi
formées (2N) subissent une seconde division méiotique dite « équationnelle » ou les
chromatides sceurs se séparent pour donner naissance a la formation de deux cellules

haploides (1N) : les spermatides rondes.

Chacune de ces divisions cellulaires se divisent en quatre grandes phases
chronologiquement : prophase, métaphase, anaphase et télophase. Chacune de ces phases dure
un temps bien défini qui peut étre tres rapide comme la meiose Il ou tres lente comme la

phase pachyténe de la méiose | (Figure 26).
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Figure 26 : Schéma représentant la chronologie des différentes étapes de la spermatogenése chez la souris.
En bleu, est représentée la phase de mitose des spermatogonies. En vert, on trouve la phase leptoténe lors de
laquelle a lieu la réplication de 1°ADN. La suite de la prophase I est en violet avec ’apparition des différents
types cellulaires : zygoténe, pachyténe et diploténe. La prophase I, extrémement longue, aboutie a la division
méiotique | et II (zone jaune). Ces deux divisions sont a 1’inverse tres rapides. L’étape ultime, la spermiogenése
en orange est composée de spermatides rondes puis allongées et enfin de spermatozoides (en gris). On peut voir
sur I’échelle de temps, le moment ou chaque type cellulaire apparait (D’aprés Buaas et al., 2004).

La prophase I :

La prophase | de la premiére division méiotique est particulierement longue. Elle
occupe a elle seule presque la totalitt du temps de méiose dans le processus de
spermatogenese. Ceci est lié au fait que de nombreuses étapes déterminantes se déroulent en
prophase | notamment la condensation des chromosomes, leurs appariements et les
réarrangements chromosomiques par recombinaison nécessaires au brassage génétique de
I’espece. La prophase I est subdivisée en cing phases : préleptoténe, leptoténe zygoténe,

pachyténe et diploténe.

Préleptoténe :

Les cellules germinales en préleptoténe présentent une morphologie proche des
spermatogonies de type B dont elles sont issues. De taille assez petite, elles possedent un
noyau dont la chromatine dense est regroupée au pourtour de la membrane nucléaire. Le stade
préleptotene posseéde la seul phase S de 1’étape de méiose. La réplication compléte de son
ADN maternel et paternel en fait une cellule 4N. Chaque chromatide sceur est maintenue par
un complexe protéique composé de cohésines (Hopkins et al., 2014; Ishiguro et al., 2014;

Revenkova et al., 2001).
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Leptoténe : (du grec lepto : mince, et tene : bandelette).

Le stade leptoténe correspond & 1’entrée en méiose des cellules germinales. A ce stade,
la cellule en différenciation n’est plus localisée dans le compartiment des spermatogonies
mais dans la zone abluminale du tubule séminifére apres la barriere hémato-testiculaire. Dans
la phase leptotene, STRAS8 (STimulated by Retinoic Acid 8) est un acteur essentiel (Anderson
et al., 2008; Lin et al., 2008). Comme son nom 1’indique, il est exprimé en réponse au signal

de D’acide rétinoique. Chez les souris transgéniques STRA8KKC

, on observe une quantité
normale de spermatogonies, de spermatocytes préleptoténes. En revanche, une absence de
spermatocyte aprés le stade leptoténe est décelée conduisant a I’infertilité de I’animal
(Anderson et al., 2008). Ces données suggerent que STRAS8 est requis pour le passage au

stade leptoténe et initier la méiose.

Morphologiguement, on note une augmentation du volume du noyau cellulaire. Cette
augmentation progressive ne concerne pas uniquement cette phase mais tous les stades de la
prophase | pour aboutir a un noyau extrémement expansé en phase pachytene tardif et

diploténe.

Au stade leptoténe, les chromosomes commencent leur compaction en vue d’une
individualisation future. Les chromatides sceurs ressemblent a des pelotes de laine ou chaque
chromosome ne peut pas étre différencié. A ce stade, les chromatides sceurs sont maintenues
liées par des cohésines. Les télomeéres des chromosomes s’attachent le long de la membrane
nucléaire via SUN1 (Sadl and UNC84 Domain Containing 1) et commencent leur migration
vers le centrosome (Ding et al., 2007; de La Roche Saint-André, 2008). Les téloméres
resteront attachés a la membrane nucléaire du stade leptoténe au stade diploténe. Cette
attachement est essentiel a la poursuite de la méiose car les chromosomes des souris
SUN1XY© sont incapables de s’attacher & la membrane provoquant ainsi un blocage de la

spermatogenese et une infertilité totale des animaux (Ding et al., 2007).
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Zygoteéne : (du grec zygo : liaison entre deux éléments).

En zygotene, la chromatine continue son processus de compaction pendant que les
télomeéres se regroupent sur la membrane nucléaire au niveau du centrosome. Le complexe
synaptonémal (SCP) prend forme notamment par la constitution des éléments axiaux SCP2 et
SCP3 qui se mettent en place tout le long des chromatides sceurs (Figure 27). En fin de
Zygoteéne, des dimeres de SCP1 rejoignent le complexe synaptonémal et se positionnent au
centre de ce dernier. SCP1 fait la jonction entre les deux SCP3 liant respectivement les deux
chromatides sceurs paternelles et maternelles. SCP1 et SCP3 forment ainsi le squelette de la
tétrade de chromatides caractéristiques du stade pachytene.

Au stade zygotene débute aussi la premiére étape du mécanisme de recombinaison de
la spermatogenese par création de cassures double brins. De plus en plus, il apparait que ces
cassures ne sont pas dispersées de maniere désordonnée mais au contraire selon une

organisation bien établie sur des régions récurrentes nommees « hot spot ».

Les deux modifications post-traductionnelles H3K4me3 et H3K36me3 sont retrouvées
accumulées spécifiquement sur les hots spots des chromosomes autosomiques et sur la zone
PAR (Pseudo-Autosomal Region) des chromosomes sexuels. La protéine PRMD9 (PR/SET
domain 9) a été décrite comme étant un acteur majeur dans la spécification de ces régions
(Baudat et al., 2010) de par sa liaison aux séquences spécifiques de hot spot. Or il a été trouvé
récemment que sur des souris invalidées pour le géne PRMD9, on observe une chute
dramatique des modifications épigénétiques H3K4me3, mais aussi H3K36me3 (Powers et al.,
2016). Cela confirme le role essentiel de PRMD9 dans la reconnaissance et dans la formation

de ces sites via la triméthylation de H3 sur ses lysines 4 et 36.

Quatre protéines ont été identifiées comme initiatrices des cassures double brins:
SPO11, Meil, Mei4 (Meiotic double-stranded break formation protein 1 and 4) et REC114
(Meiotic recombination protein 114) (Lam and Keeney, 2015; Shannon et al., 1999). En effet,
I’éviction de SPO11 dans les souris transgéniques aboutie a une absence de cassure qui se
traduit par une absence de RAD51 (DNA repair protein 51), protéine impliquée dans la
réparation du brin lésé, et un arrét de la spermatogenése au stade pachytene (Romanienko and

Camerini-Otero, 2000). De méme, les souris Mei1<®’%© et Meig<o/K®

présentent une absence
de cassure double brins et un arrét 1égérement plus précoce au stade zygotene (Kumar et al.,

2010; Libby et al., 2002).

53



Ces lésions de I’ADN double brins provoquent dans un second temps le recrutement
de H2AX sous sa forme phosphorylée sur la sérine 139 (yH2AX). Ce dernier recrute la
machinerie de réparation. MRE11 en fait partie, il dégrade I’ADN sur les points de cassures
pour libérer de I’ADN simple brin. De 1a, deux recombinases RAD51 et DMCL1 interviennent
pour réaliser la reconstruction du brin 1ésé par recombinaison homologue. Ces deux protéines
interagissent avec SCP3 et semblent étre capables de rapprocher géographiquement deux
chromatides issues de chromosomes homologues (Tarsounas et al., 1999) créant ainsi des

chiasmas.

Néanmoins, il est important de noter que la majorité des cassures double brins sont
réparées directement sans faire intervenir de recombinaisons homologues. Seule une petite
partie deviendra un crossing-over avec enjambement des chromatides homologues. De
maniere surprenante, la machinerie de recombinaison semble intimement liée au complexe
synaptonémal. En effet, les souris males dépourvu en SMC1, un élément du complexe axial
(SMC1 : Structural Maintenance of Chromosomes), sont stériles. Elles présentent non
seulement une absence du complexe synaptonémal (aucun positionnement de SCP1) mais
aussi une absence des intermédiaires de recombinaison. In fine, les cellules germinales sont

conduit vers I’apoptose (Kagawa and Kurumizaka, 2010; Pittman et al., 1998).

Pachyténe : (du grec pachy : épais).

Au stade pachytene, les cellules sont caractéristiques avec un noyau expansé et trés
granuleux qui le rend aisément identifiable en microscopie a contraste de phase. Sa durée est
dépendante de ’espéce : 2 semaines chez I’humain et 5 a 6 jours chez la souris. Dans chaque
espece le stade pachytene est le plus long des stades de la méiose. De ce fait, les cellules en
pachytene représentent la majorité des cellules en phase méiose en un temps donné. Certaines

revues divisent le stade pachyténe en trois sous phases : précoce, intermédiaire et tardive.

Durant toute la phase de pachyténe, le complexe synaptonémal, en liaison avec la
tétrade, est complétement formé. Il se compose des éléments axiaux SCP2 et SCP3 liés aux
cohésines REC8 (Meiotic recombination protein 8), STAG3 (Stromal antigen 3) et SMC1 au
niveau des chromatides sceurs (Figure 27). Les chromatides sceurs paternelles et maternelles
sont maintenues entre elles par des dimeres de SCP1 qui se fixent a un élément central
composé de Tex12 (Testis expressed 12), SYCEL, SYCE2 (SYnaptonemal Complex Central

54



Element protein 1 et 2) (Morelli and Cohen, 2005; Ollinger et al., 2005). L’absence de SCP1
ou SCP3 aboutit a un assemblage défectueux du complexe synaptonémal conduisant a une
méiose perturbée et a un arrét de la spermatogenése par une dégénérescence des cellules
germinales (Bisig et al., 2012; Yuan et al., 2000).

Etant homologue, les chromosomes autosomiques s’apparient via le complexe
synaptonémal sur la totalité de leur longueur. En revanche, les chromosomes sexuels X et Y
ne sont pas homologues sauf sur une petite partie nommée PAR (Région pseudo-autosomale).
Sur cette région de 0,7 Mbases, les chromosomes sexuels possedent un complexe
synaptonémal complet contenant notamment 1’¢lément SCP1 (Kauppi et al., 2012). Du fait de
sa tres petite taille, la zone PAR bénéficie d’une structure chromatinienne spécifique riche en
tige boucle qui lui permet d’effectuer de nombreuses cassures doubles brins. En revanche, les
queues non homologues des chromosomes sexuels restent non appariées. Les chromosomes
sexuels vont constituer une entité a part entiere appelé le corps sexuel ou MSCI (Figure 31).
Ce corps est mis a I’écart en périphérie du noyau et doté de modifications épigénétiques

specifiques telles que I’enrichissement en YH2AX.

En pachytene, les enjambements perdurent sous le contréle d’un complexe protéique
composé de MLH3 qui recrute MLH1 (Lipkin et al., 2002). L’absence de I’une ou I’autre de
ces deux protéines induit une stérilité chez la souris male par formation incompléte du
chiasma. L’éviction de MLH1 chez la souris provoque une recombinaison incomplete
aboutissant a une séparation prématurée des chromatides lors de la division méiotique (Baker
et al., 1996).

La recombinaison homologue joue deux fonctions principales et essentielles a la
survie de D’espece. La premicre est de réaliser le brassage génétique responsable de
I’adaptabilité des espéces et de leur évolution. La seconde est de maintenir les chromatides
suffisamment jointives pour les positionner correctement sur la plaque équatoriale mais pas
trop pour ne pas bloquer la migration des chromosomes lors de leur séparation pendant la
division. Une formation non conforme du crossing-over aboutit a des difficultés d’exécuter un
positionnement et une séparation correcte. Ces anomalies sont décelées par la cellule qui

rentre en apoptose comme chez les souris MLH1%%"C (Baker et al., 1996).
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Diplotene : (du grec diplo : double).

Le stade diplotene est dédié a la destruction du complexe synaptonémal. Dans un
premier temps, les chromatides s’éloignent libérant SCP1 sauf au niveau des crossing-over ou
les chromatides restent jointives (Figure 27). Pour étre viable, une cellule doit au moins avoir

1 crossing-over par chromosome. A ce stade, un second centrosome apparait.
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Figure 27 : Représentation schématique de la dynamique d’apparition et de disparition du complexe
synaptonemal au cours de la méiose chez la souris. Au stade pré-leptotene, on observe un regroupement des
boucles de chromatine grace aux cohésines. Les éléments latéraux du complexe synaptonémal (en vert)
composés de SCP3, SCP2 se forment autour des cohésines en leptoténe. Au stade fin de zygoténe et pachyténe,
le complexe synaptonémal 1 (SCP1 en rouge) vient se lier a la fois sur 1’élément central du complexe
synaptonémal mais aussi avec les éléments latéraux contenant notamment SCP3. Les chromatides sceurs
maternelles et paternelles sont intiment liées & ce stade. Les crossing-over entre chromosomes peuvent
s’effectuer. La destruction du complexe synaptonémal débute au stade diploténe par la disparition de SCP1 puis
en diacinése par la disparition de SCP3 sauf au niveau du kinétochore dans la région centromérique. Les
chromosomes restent liés par les chiasmas (zone de chevauchement des chromatides). A ce stade, il y a
séparation des chromosomes homologues qui migrent vers les centrosomes lors de la premiere division
méiotique (Eijpe et al., 2003). En métaphase 11, SCP3 disparait de la région centromérique. Les kinétochores sont
sollicités pour la séparation des chromatides sceurs.

La diacinése :

En diacinese, les chromosomes paternels et maternels commencent a se détacher de la
membrane nucléaire qui disparait peu a peu. lls ne sont pas appariés au niveau du centromere

comme en mitose mais au niveau des chiasmas (Figure 27). Les résidus de SCP3 disparaissent
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entre les chromatides sceurs et viennent se positionner au niveau des centromeéres des

chromosomes (Bisig et al., 2012).

Division méiotique :

La métaphase | :

Les chromosomes se positionnent sur la plaque équatoriale. Le kinétochore se forme
sur les centroméres. Les microtubules s’accrochent aux kinétochores maternels et paternels
afin de les séparer. Les chromatides sceurs paternelles se regroupent sur un pdle de la cellule
alors que celles d’origine maternelle migrent vers 1’autre pole. Les chromosomes restent

accrochés par leurs chiasmas.

L’anaphase | :

En Anaphase I, les chiasmas se rompent afin de libérer les chromosomes homologues
et leur permettre de migrer vers les centrosomes, ¢’est la division méiotique « réductionnelle
». Ce processus sépare ainsi physiquement les chromosomes sexuels d’origine maternelle et

paternelle.

La télophase I :

A cette étape, on retrouve au niveau des pdles opposés du fuseau deux groupes de
chromosomes. Une nouvelle membrane nucléaire se forme autour de chacun d’eux. La
cytodiérese qui suit sera incompléte. En effet, les deux spermatides Il nouvellement créées

restent liées par un pont cytoplasmique.

La seconde division méiotique des spermatides Il est extrémement bréve ce qui la rend
difficile a étudier. Elle se déroule comme une mitose classique sans 1’étape de prophase et
donc de réplication de I’ADN. En métaphase Il, chaque chromosome est composé de deux
chromatides sceurs. Celles-ci se positionnent sur la plaque métaphasique au niveau de leurs
centroméres. En anaphase Il les chromatides sceurs se séparent et migrent vers leurs
centrosomes respectifs. En télophase 11, la membrane nucléaire se reforme autour de chaque

lot de chromosome. Cette derniére division nommee équationnelle aboutie a la formation de 4
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cellules haploides appelées spermatides rondes (Gomez et al., 2016). Ces derniéres vont

ensuite subir plusieurs étapes de différenciation, c’est le processus de spermiogeneése.

1.2.1.5 La phase Il : La spermiogenése

Les phases de la spermiogeneése :

La spermiogeneése est le processus de différenciation cellulaire des spermatides rondes
vers les spermatozoides. Elle se déroule au centre du tubule séminifere. Chez la souris, on
divise ce processus en 16 étapes au total en fonction de la morphologie du noyau (élongation
nucléaire) et du développement de I’acrosome (Meistrich and Hess, 2013). Les phases de 1 a
12 de la spermiogenése correspondent aux étapes 1 a 12 de la spermatogenése (voir
paragraphe : La spermatogenése, un processus cyclique)

* De la phase 1 a 8, on observe la présence de spermatides rondes. Ces cellules tirent leur
nom de leur forme caractéristique ronde et petite. Elles possédent un noyau rond ou 1’on peut
distinguer par un marquage au DAPI, une zone centrale d’hétérochromatine (Turner et al.,
2005). Les chromosomes sexuels forment une structure arrondie nommée le PMSC sur 1’un
des cotés de cette zone d’hétérochromatine (voir paragraphe : les chromosomes sexuels, un
monde a part). Les spermatides rondes possédent une forte activité transcriptionnelle jusqu’au
stade 5