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déterminée par la fixation de la protéine
PRDM?9 sur les séquences définies par les
motifs reconnus par les doigts de zinc
de cette protéine. La fixation de PRDM9
sur ses cibles permet, selon un méca-
nisme qui reste a découvrir, de spécifier
des sites préférentiels d’initiation de
la recombinaison a 'origine des points
chauds. Des approches différentes ont
permis a deux autres équipes d’identi-
fier indépendamment le role de PRDM9
dans la spécification des points chauds
de recombinaison chez la souris et chez
’homme [9, 10].

Une particularité remarquable de ce
mécanisme est que des changements
dans les doigts de zinc de PRDMY, s’ils
modifient la séquence d’ADN reconnue,
suffisent a changer les cibles génomiques
de PRDMY et par conséquent a renouveler
les points chauds de recombinaison dans
I’ensemble du génome. Par exemple,
les protéines PRDM9 de I"homme et du
chimpanzé différent fortement au niveau
de leurs doigts de zinc, ce qui permet
d’expliquer que, malgré des génomes
aux séquences trés similaires (moins de
1,2% de divergence), les points chauds
de crossing-over ne soient pas conservés
entre ces deux espéces [9].

’étude de PRDM9 a permis de mettre
en évidence une évolution extrémement

rapide de ses doigts de zinc qui concerne
essentiellement les acides aminés impli-
qués dans la spécificité des séquences
d’ADN reconnues [11]. Cette évolu-
tion rapide se traduit par une grande
diversité intra-spécifique et une forte
divergence entre espéces de PRDM9Y.
L’évolution rapide des doigts de zinc de
PRDM9 semble étre contrainte par sélec-
tion positive, c’est-a-dire une sélection
favorisant la fixation de nouveaux alle-
les dont on ne connaft pas I'origine
[11]. Il est intéressant de noter que
Prdm9 a été identifié comme un géne
responsable de stérilité hybride chez la
souris, par un mécanisme qui n'est pas
connu & ce jour [12]. PRDMY pourrait
donc avoir une ou plusieurs fonctions
s’ajoutant a la spécification des sites de
recombinaison. ¢

Prdm9, a key control

of mammalian recombination hotspots
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FOXL2, le gardien
de ’identité ovarienne

Maélle Pannetier, Eric Pailhoux

> La différenciation sexuelle et les diffé-
rences qui existent entre les deux sexes
ont toujours été sources d’interrogations
et de débat. Pour les philosophes grecs,
le sexe du feetus ou sa ressemblance
avec I’un des parents était déterminé par
un jeu d’opposition (force de la semence,
opposition gauche/droite). A Pheure de
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la biologie moléculaire, les mécanismes
intervenant dans la détermination du
sexe sont de mieux en mieux connus : le
schéma général qui prévaut actuelle-
ment met en jeu différents signaux males
et femelles qui s’opposent, provoquant
le basculement vers un sexe ou vers
I"autre.
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Dans leur récente étude des conséquen-
ces de "invalidation conditionnelle du
gene Foxl2, les équipes de Mathias Treier
et Robin Lovell-Badge démontrent que
cette opposition male/femelle perdure
méme dans un tissu totalement diffé-
rencié comme I’est I'ovaire adulte de
souris [1].
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Figure 1. Signaux antagonis-
tes au cours du développe-

ment gonadique feetal chez

Sécrétrices d’AMH la chévre. Les crétes génitales

S0X9 positives apparaissent sous forme d’un

. -0 épaississement de [I’épithé-
52

Cellules de Leydig lium ccelomique du méso-

néphros (m). Aprés un stade
de croissance ou la gonade
est dite indifférenciée, la dif-
férenciation en testicule ouen
ovaire va s’engager en fonc-
tion du sexe chromosomique
du feetus. Chez les individus
XY, porteur du déterminant
testiculaire SRY, la cascade
des génes mdles est activée

en commencant par SOX9

dont I’expression est amplifiée grace a une boucle de régulation utilisant la voie de signalisation FGF9 (fibroblast growth factor). 'expression de

SRY puis de SOX9 permet de spécifier les cellules précurseurs des cellules de Sertoli qui vont s’organiser pour former des tubes séminiféres enfermant

les cellules germinales en arrét mitotique. A la suite de la différenciation de ces cellules de soutien, la lignée stéroidogéne se met en place sous la

forme des cellules de Leydig qui vont sécréter des androgenes. Chez les individus XX ou SRY est absent, deux voies moléculaires sont responsables

de la différenciation ovarienne dans deux types cellulaires somatiques différents : la voie canonique de la B-caténine (activée par RSPO1/WNT4)

et la voie activée par FOXL2 et les récepteurs aux cestrogénes (ER). En effet, chez les bovidés (bovin, ovin, caprin), avant méme I’initiation de la

méiose des cellules germinales, I"ovaire s’organise trés tot en deux compartiments : le cortex ou sont localisées les cellules germinales en phase

active de division et les cellules exprimant RSPO1/WNT4, et la médulla ou les cellules somatiques XX produisent des cestrogénes sous le contrle de

FOXL2. Ces cellules stéroidogénes n'ont pas d’équivalent dans 'ovaire feetal de souris, chez qui la voie initiée par la B-caténine est privilégiée pour

I’élaboration de la gonade femelle. De plus en plus de travaux réalisés chez la chévre, chez la souris ou chez I’homme tendent a démontrer ’existence

de signaux antagonistes entre la voie madle (SRY/S0X9) et la voie femelle (FOXL2 et ﬁ—caténine).

Sexe chromosomique

et sexe phénotypique

Chez les mammiferes, le sexe chromoso-
mique du futur individu est déterminé des
la fécondation par I'apport, par le sper-
matozoide fécondant, d’'un chromosome X
ou d’un chromosome Y. Au cours du déve-
loppement feetal, les gonades qui se dif-
férencient vont se déterminer en accord
avec ce sexe génétique et évoluer vers des
ovaires (XX) ou des testicules (XY). Une
fois le testicule différencié, il sécrete dif-
férentes hormones (androgeénes, antimul-
lerian hormone AMH) qui vont orienter la
différenciation du tractus génital interne
et externe vers un phénotype madle. €n
|’absence de ces hormones, un tractus
génital de type femelle se met en place.
Ce sont ces dernieres observations qui
ont conduit une partie de la communauté
scientifique a considérer, a tort, que le
sexe femelle était un sexe par défaut.
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SRY, un déterminant testiculaire

Aprés une quéte qui a duré presque
30 ans et qui a été émaillée de quelques
fausses pistes (antigéne HY, ZFY!), le
gene SRY, déterminant du sexe madle,
nécessaire et suffisant a la différen-
ciation du testicule, a été isolé sur le
chromosome Y humain en 1990 [2]. Les
preuves de son action déterminante
pour la formation du testicule ont été
apportées par: (1) la découverte de
mutations de ce géne chez des patien-
tes présentant une inversion sexuelle
de type femmes XY et (2) Iinduction
d’une différenciation testiculaire chez
des souris XX transgéniques pour ce seul
géne du chromosome Y [3, 4. A la suite

! Le géne ZFY (zinc finger ¥) code une protéine capable de
se fixer a I’ADN. Une séquence trés fortement analogue est
située sur le petit bras du chromosome X. ZFY intervient dans
le processus de spermiogenése mais pas dans la différencia-
tion initiale du sexe mdle.

de la découverte de SRY, un autre gene-
clé de la différenciation testiculaire a
pu étre mis en évidence, le gene SOX9.
La surexpression ectopique de ce géne
dans une gonade XX en cours de diffé-
renciation induit la formation de testi-
cules comme le fait "addition de Sry [5,
6]. Ainsi, SOX9 est situé trés en amont
dans la cascade des genes de la diffé-
renciation testiculaire et il serait « mis
en marche » par SRY. Pendant pres de
15 ans, les mécanismes moléculaires
déclenchant I"activation de SOX9 ont
été recherchés, et ce n’est que récem-
ment qu’une action activatrice directe
de Sry sur la région promotrice de Sox9
a pu étre démontrée chez la souris [7].
Néanmoins, cette action directe sur
I’activation de la voie male ne permet
pas d’expliquer certaines pathologies
d’inversion sexuelle de type male XX en
I’absence de SRY [8]. Dans ces patho-
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Le géne Z est un gene « hypothétique » issu d’une publication de I’équipe de Marc Fellous
en 1993 [16]. Les auteurs y démontrent que I’on ne peut pas expliquer la survenue d’une
différenciation testiculaire chez des individus XX uniquement a I’aide d’un modele ou
SRY régule positivement SOX9 (en 1993, les auteurs parlaient de génes mdles, a I’heure
actuelle on peut dire SOX9). Leur réflexion était la suivante : la plupart des pathologies
d’inversion sexuelle de type madle XX sont récessives et le caractere récessif est tres
fréquemment lié a une mutation perte de fonction. D’ou I’obligation d’imaginer un géne
«Z» (hypothétique) dont la fonction serait d’inhiber les génes males (en I'occurrence
S0X9). Dans cette hypothése, SRY inhiberait Z pour lever I’inhibition de Z sur SOX9 (ce
que désigne ici le modele de double inhibition). Mais surtout, la perte de fonction de Z,
totale a I’état homozygote, permettrait I’expression de SOX9 dans un contexte XX qui
ne possede pas SRY... Il se trouve que pour la mutation PIS chez la chevre, nous sommes
exactement dans ce cas de figure : absence de FOXL2 et conséquemment des cestrogenes,
d’ou expression tres précoce de SOX9 et trans-différenciation testiculaire trés précoce

chez les individus XX.

logies, une différenciation testiculaire
se met en place chez des individus XX en
réponse a I'expression de SOX9; il faut
donc imaginer que chez les femelles,
ce gene madle est normalement inhibé
par un gene actif chez les femelles
(modeéle de double inhibition ou modéle
du géne Z putatif, voir encadré). Ainsi,
en plus d’une action directe sur SOX9,
SRY protégerait la voie mdle en inhi-
bant cet inhibiteur chez les individus
XY. Chez les individus XX, des mutations
amorphes homozygotes de Z (perte de
fonction) induisent I"expression de SOX9
en "absence de SRY.

FOXL2, un géne Z candidat

Afin de découvrir de tels genes Z, génes
« anti-testiculaires », différentes ana-
lyses génétiques ont été mises en place
dans des populations d’individus males
XX. Ce type d’inversion sexuelle est ren-
contré chez I’homme, mais aussi chez
plusieurs especes animales: le chien,
le cheval, le porc et la chévre. A I’heure
actuelle, deux genes responsables de ce
type de pathologie ont pu étre isolés,
FOXL2 chez la chevre et R-Spondinl
(RSPO1) chez "lhomme [9, 10].

Chez la chevre, la perte de fonction du
gene FOXL2 est syndromique. Elle est

liége a la mutation PIS (Polled intersex
syndrome) responsable de I’absence
de cornes (dominant) et de I'inversion
sexuelle des individus XX homozygotes
(récessif). Cette mutation est une délé-
tion d’environ 12 kb localisée a 300 kb
en amont du géne FOXL2. C’est une
mutation régulatrice qui affecte I’ex-
pression de FOXL2 et d’au moins 2 longs
ARN non codants, de maniére différente
selon le tissu considéré (perte d’expres-
sion dans les ovaires, gain d’expression
dans les cornes). Dans les gonades, la
perte de fonction de FOXL2 entraine tres
précocement (1) la déféminisation de la
gonade, avec notamment perte de I'ex-
pression de I’enzyme codant pour I’aro-
matase (et donc perte de la production
d’cestrogénes) et (2) la surexpression de
S0X9 et la masculinisation compleéte des
gonades et du tractus génital interne et
externe des individus XX [10, 11].

Invalidation de FoxI2 chez la souris -
Des différences entre espéces
Uinvalidation du géne Fox[2 a été réa-
lisée chez la souris par deux équipes
distinctes [12, 13]. Bien que ce géne
soit exprimé tres précocement au cours
de la différenciation ovarienne murine,
les effets de son inactivation ne sont
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Androgeénes (Estrogénes
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Figure 2. FOXL2 et les cestro-
génes, gardiens de l’identité
ovarienne dans l'ovaire adulte.
A. Développement folliculaire
dans I'ovaire adulte. Lors de la
formation des follicules ova-
riens, les cellules germinales
ont déja initié leur méiose et
sont bloquées au stade pro-
phase de la premiére division
méiotique sous forme d’ovo-

cytes |. Les cellules somati-

ques, futures cellules de la granulosa, s’organisent autour des ovocytes pour former des follicules. Au fur et @ mesure de la croissance folliculaire,

les cellules de la granulosa se multiplient, alors que les cellules des theques se différencient autour des follicules. Ces derniéres expriment toutes

les enzymes de la stéroidogenese, permettant de produire des androgenes qui seront aromatisés en cestrogenes dans les cellules de la granulosa qui

expriment I'ultime enzyme responsable de la synthése d’hormones femelles, I’aromatase. B. Les gardiens de I'identité femelle dans I’ovaire adulte.

FOXL2 est un gene indispensable a la formation des follicules. I est exprimé par les cellules de la granulosa ol il va directement controler I’expression

de 'aromatase et donc la production d’cestrogénes. C’est par I'action conjointe de FOXL2 et des cestrogénes, via leurs récepteurs (ER), que le géne

majeur de I'identité madle, SOX9, est maintenu silencieux. 'absence d’expression de FOXL2 ou des 2 types de €R entraine une dérepression de SOXY,

induisant une masculinisation des cellules somatiques de 'ovaire adulte.
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visibles qu’apres la naissance avec I’aboli-
tion de la formation des follicules primaires
conduisant a une insuffisance ovarienne.
Selon ces études, FoxI2 joue un role majeur
dans la formation des follicules ovariens
et il constitue un géne-clé de la fertilité
femelle.

Pour expliquer les différences de phénoty-
pes observées entre la chevre et la souris,
un parametre important doit étre pris en
compte : la production d’hormones femelles.
€n effet, dans "espéce caprine les cestroge-
nes sont produits tres tot dans la gonade
femelle, participant a la morphogenese
ovarienne précoce. Cette production hor-
monale est directement sous le contrdle de
FOXL2 qui régule positivement I’expression
du géne codant pour I'aromatase (respon-
sable de la conversion des androgénes en
cestrogénes) (Figure 1) [14]. Au contraire,
dans I’espece murine, le développement
ovarien se fait en I’absence de toute pro-
duction hormonale et ce n’est qu'aprés la
naissance, lors de la croissance folliculaire,
que la stéroidogenese ovarienne se met en
place. Ainsi, pour faire un ovaire, la chévre
a besoin d’cestrogenes, alors que la souris a
développé d’autres stratégies évolutives.

Perte de fonction du géne FoxI2

chez la souris adulte

Dans leur étude récente d’invalidation
conditionnelle du gene Fox/2 dans I’ovaire
adulte, les équipes de Mathias Treier et
Robin Lovell-Badge viennent d’apporter
des éléments de réconciliation entre les
différents modeles [1]. €n effet, la perte
de fonction du gene Fox/2 dans Iovaire
adulte entraine, apres un délai de seule-
ment 4 jours, la surexpression du gene Sox9
dans les cellules de la granulosa. Celles-ci
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vont se trans-différencier en cellules de
Sertoli qui, a leur tour, vont induire la
trans-différenciation des cellules des
theéques en cellules de Leydig conduisant
a une «inversion » de la stéroidogenese
ovarienne. Les auteurs montrent éga-
lement que Foxl2, en partenariat avec
les récepteurs des cestrogénes, inhibe
directement la transcription du géne
Sox9 (Figure 2). €n fait, Iinvalidation
conditionnelle de Fox[2 ou I'invalidation
compléte des deux récepteurs cestrogé-
niques [15] conduit au méme phénotype
chez la souris: trans-différenciation
des cellules de la gonade d’un caractere
femelle vers madle. Ces résultats permet-
tent de mieux comprendre I"apparition
d’une inversion sexuelle male XX dans le
cadre de la mutation PIS chez la chévre.
Ainsi, la perte de fonction de FOXLZ,
engendrant tres précocement I’inversion
de la stéroidogenese ovarienne, est bien
responsable de la surexpression de SOX9
dans les gonades XX mutantes.

Enfin, de fagon plus générale, ces expé-
riences démontrent, qu'en plus de son
role dans la morphogenese de la gonade
femelle et en particulier dans la for-
mation des follicules ovariens, FOXL2, a
I’dge adulte, est un gardien de 'identité
femelle.

La frontiére entre le masculin et le fémi-
nin n’a jamais été aussi mince.

FOXL2, un seul géne vous manque et tout
est déféminisé... 0

FOXL2, the gatekeeper

of ovarian identity
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