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RESUME

La mise en place et la différenciation du tractus génital femelle est un processus
développemental complexe. Les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans ce
processus sont régis par de nombreux geénes et voies de signalisation, entre lesquels les
interactions sont multiples. Leur connaissance précise est d’une grande importance d’un point
de vue clinique pour la compréhension des mécanismes pathogéniques a 1’origine de
malformations congénitales. Inversement, I’étude génétique des syndromes malformatifs
affectant le tractus reproducteur féminin contribue a la définition des cascades génétiques
régulant la mise en place de cet organe essentiel. Dans ce cadre, deux axes de recherche, 1I’'un
fondamental, ’autre clinique, ont été suivis dans cette étude.

Dans la premicre approche, le role du gene mTcf7/2 a été étudié au cours du
développement des voies génitales internes male et femelle chez la souris. Ce géne, codant
pour un co-facteur transcriptionnel de la voie de signalisation Wnt, est soumis a de nombreux
événements d’épissage alternatif menant a la synthése de plusieurs isoformes protéiques. La
caractérisation de son expression dans les canaux de Miiller (ébauches embryonnaires des
voies génitales internes femelles) en cours de différenciation indique qu’il pourrait étre
impliqué dans la régulation transcriptionnelle de geénes cibles lors de ce processus.
L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette ¢tude suggere que les produits du gene
mTcf712 participent au développement sexuellement dimorphique du tractus génital interne.

La seconde partie concerne une étude génétique menée sur une cohorte de patientes
atteintes du syndrome d’aplasie utéro-vaginale congénitale, dit syndrome de Mayer-
Rokitansky-Kiister-Hauser (MRKH). Cette étude nous a conduits a caractériser, chez quatre
patientes non apparentées, quatre microdélétions au sein des régions critiques du syndrome de
DiGeorge, une pathologie malformative congénitale dont le spectre de malformations
chevauche celui du syndrome MRKH. La question d’une seule et méme entité clinique aux
manifestations phénotypiques tres variables, ou d’un syndrome dit de génes contigus selon les
cas, peut se poser. La délimitation précise de I'une de ces microdélétions a abouti a la
définition d’un géne candidat, /T7THS5, dont les études préliminaires de profil d’expression chez
la souris suggerent qu’il joue un role trés important lors du processus de différenciation des

canaux miillériens.



AVANT-PROPOS

L’activité de recherche de I’équipe GPLD (Génétique des Pathologies Liées au
Développement) au sein de laquelle j’ai effectué ma these est issue de la réunion de deux
équipes préexistantes de [D’institut et se focalise sur 1’étude de deux processus
développementaux trés distincts : le développement du tractus urogénital et celui du cerveau
antérieur. L’originalité de ce groupe est d’aborder ces deux thématiques tant sous 1’aspect
clinique que fondamental, bénéficiant ainsi de la complémentarité de ces deux approches.

Mon sujet de thése integre ces deux aspects, dans le cadre des recherches sur le
développement du tractus reproducteur femelle ou deux axes sont ainsi développés :
1) une approche clinique qui vise a identifier les causes génétiques du syndrome de Mayer-
Rokitansky-Kiister-Hauser (MRKH), une pathologie malformative affectant le tractus génital
féminin,
2) un axe de recherche fondamentale dont I’objectif est de préciser les mécanismes
moléculaires et cellulaires a 1’origine de 1’établissement du tractus génital femelle chez la
souris au cours de I’embryogenese, par 1’étude du role du géne 7c¢f7/2 dans ce processus

développemental.

Dans le but d’offrir une vision intégrée de ces travaux de recherche clinique et
fondamentale, ce rapport se divisera en trois grandes parties :
- la premicre est une introduction générale au développement du tractus reproducteur chez
les Mammiferes, plus particulierement focalisée sur les voies génitales internes femelles,
- la seconde concerne notre étude du réle du géne Tcf7/2, I’'un des composants de la voie de
signalisation Wnt, dans ce processus organogénétique,

- la troisieme fait état de nos avancées sur la recherche de 1’étiologie du syndrome MRKH.

Les résultats obtenus au cours de cette étude du développement normal ou pathologique
du tractus génital femelle, ainsi que les perspectives ouvertes par ce travail, seront discutés
partie par partie, avant une conclusion générale soulignant I’intérét d’une stratégie mélant

recherche clinique et fondamentale.
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Introduction générale

Développement du tractus reproducteur femelle chez les Mammiféres

I. Embryologie du tractus génital interne femelle

La perpétuation des espéces mammaliennes, et plus généralement de toutes les especes
vertébrées, nécessite I’interaction de gametes méle et femelle pour former un zygote, premiere
étape du développement d’un embryon. Le tractus reproducteur femelle chez les Mammiferes,
compos¢ des oviductes (trompes de Fallope), de I'utérus, du col de 1’utérus et du vagin, y
assure une fonction essentielle puisqu’il est le si¢ge de la fécondation, de I’implantation et du
développement de I’embryon. Malgré son importance pour la continuation des espéces ainsi
que pour la santé des femmes, les mécanismes moléculaires et cellulaires gouvernant la mise
en place et la différenciation des voies génitales internes femelles commencent seulement a
étre élucidés. Une grande partie des génes impliqués dans ce processus développemental a été
caractérisée par la description et ’analyse génétique de syndromes humains et par des études
de mutagenese chez la souris, permettant d’établir une cascade génétique émergente.

Cette introduction aborde, dans un premier temps, la mise en place chez I’embryon des
ébauches des tractus génitaux male et femelle d’un point de vue anatomique puis, bri¢vement,
la différenciation sexuelle du systéme reproducteur. Les variations morphologiques du tractus
génital interne femelle chez les Mammiféres seront également évoquées. Enfin, une revue
bibliographique conclura cette introduction par une description plus compléte des mécanismes
moléculaires et cellulaires a 1’origine du développement du tractus génital interne femelle, des

genes majeurs impliqués dans ce processus et de I’importance des régulations épigénétiques.

A) Mise en place et différenciation des voies génitales internes male et femelle
1) Le développement conjoint des voies urinaires et génitales

Comme dans une grande partie du monde animal, la mise en place des systémes
urinaire et génital chez les Mammiferes est intimement lie, tous deux provenant de
précurseurs communs au cours de I’embryogenése. Le tractus urogénital est composé des
reins, des gonades, des voies urinaires et du tractus reproducteur, et dérive ainsi presque
exclusivement du mésoderme intermédiaire. Tres rapidement apres la gastrulation et de fagon
concomitante a la prolifération de ce tissu embryonnaire, les crétes urogénitales vont se
former de part et d’autre de I’axe médian de I’embryon, au niveau de la paroi abdominale

postérieure.
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Figure 1. Le développement urogénital chez les Mammiféres, de 1a mise en place
du mésoderme intermédiaire au stade de I’embryon sexuellement indifférencié.
Le développement du systéme génital est en rapport étroit avec celui du systéme
urinaire, tous deux dérivant presque exclusivement du mésoderme intermédiaire (A).
Ce tissu embryonnaire est a 1’origine de trois structures néphrétiques successives :
(1) les néphrotomes cervicaux, reins primitifs non fonctionnels et transitoires (B, C)
qui seront remplacés par (2) les mésonéphros, reins fonctionnels drainés par les
canaux mésonéphrotiques (D, E), puis (3) les métanéphros ou reins définitifs issus de
la différenciation du mésoderme intermédiaire induite par les bourgeons urétériques
émergeant de la partie distale des canaux mésonéphrotiques (E). Le stade
développemental pendant lequel les €ébauches embryonnaires des tractus male (canal
mésonéphrotique ou canal de Wolff) et femelle (canal paramésonéphrotique ou canal
de Miiller) coexistent est appelé le stade sexuellement indifférencié¢ ou ambisexué
(E). Le sinus urogénital primitif, d’origine endodermique, fusionne avec 1’extrémité
caudale des canaux miillériens pour former le 1/3 inférieur du vagin.



Au sein des ébauches urogénitales, trois structures néphrétiques successives vont se
développer suivant une séquence cranio-caudale (Figure 1) :
- les néphrotomes cervicaux, rassemblés sous le nom collectif de pronéphros, correspondant
a des reins embryonnaires transitoires et non fonctionnels,
- les mésonéphros, reins embryonnaires fonctionnels intermédiaires drainés par les conduits
mésonéphrotiques (ou canaux de Wolff),
- les métanéphros, constituant les reins définitifs de 1’embryon, induits par les bourgeons

urétériques qui émergent de la région distale des conduits mésonéphrotiques.

La migration des cellules germinales primordiales, de la vésicule vitelline vers le
mésenchyme de la paroi postérieure du corps qu’elles colonisent, induit la prolifération des
cellules du mésonéphros et de 1’épithélium ceelomique adjacent, aboutissant a la formation
des crétes génitales. Ces cellules vont alors envahir le mésenchyme de la région présomptive
des gonades et s’assembler en cordons sexuels somatiques (ou primitifs) entourant
completement les cellules germinales. Les cellules de ces cordons sexuels se différencieront
ultérieurement en cellules de Sertoli chez le male, et en cellules folliculaires chez la femelle.

Simultanément, les canaux paramésonéphrotiques (ou canaux de Miiller) commencent a
se former, chez les embryons male et femelle, par invagination de certaines cellules spécifiées
de 1’épithélium ccelomique juste au coté latéral des canaux mésonéphrotiques. Leur
développement se poursuit par élongation caudale jusqu’a atteindre le sinus urogénital auquel
ils fusionnent (fusion verticale). A ce stade du développement (6™ semaine chez I’Homme,
environ 13,5 jours chez la souris), les systémes génitaux indifférenciés male et femelle
coexistent encore chez I’embryon jusqu’a ce que le sexe gonadique, déterminé par le sexe

génétique, oriente le sens de différenciation des organes génitaux internes et externes.

2) La différenciation sexuelle du tractus génital interne

Le développement sexuellement dimorphique chez les Mammifgres, i.e. I’émergence
de deux phénotypes distincts, est un mécanisme sous controle de deux paires de chromosomes
sexuels : XX pour la femelle et XY pour le male. Ce processus est régi par 1’expression de
nombreux genes spécifiques du sexe qui régulent la différenciation gonadique et le
développement subséquent du tractus reproducteur dans un sens male ou femelle en fonction

du statut hormonal de I’embryon (Capel, 2000).
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Figure 2. Différenciation sexuelle du systéme reproducteur chez les Mammiféres. Les
¢bauches embryonnaires des appareils reproducteurs male et femelle (respectivement, les
canaux de Wolff et de Miiller) coexistent chez I’embryon au stade sexuellement indifférencié.
Chez les males, I’expression de I’AMH par les cellules pré-sertoliennes des testicules en cours
de différenciation provoque la régression des canaux de Miiller. La testostérone produite par
les cellules de Leydig permet le maintien et la différenciation des canaux wolffiens en
épididymes, canaux déférents et vésicules séminales. Chez les embryons femelles, en
I’absence d’AMH et de testostérone, les canaux de Wolff dégénérent tandis que les canaux de
Miiller se différencient en oviductes, utérus, col de 1’utérus et partie supérieure du vagin. Les
canaux de Miiller fusionnent dans leur partie postérieure (fusion latérale) pour donner la partie

supérieure du vagin.
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Chez les individus génétiquement males, 1’expression du gene de détermination
testiculaire SRY par les précurseurs des cellules de Sertoli aboutit a la différenciation de la
gonade bipotentielle en testicules (Figure 2). La sécrétion de I’hormone anti-miillérienne
(AMH, Anti-Miillerian Hormone ; alias MIS, Miillerian Inhibiting Substance) par les cellules
sertoliennes foetales provoque la régression des canaux de Miiller. En paralléle, le facteur
SRY induit indirectement la différenciation de cellules interstitielles de la créte génitale en
cellules de Leydig, lesquelles sécretent la testostérone nécessaire au maintien puis a la
différenciation des canaux de Wolff en épididymes, canaux déférents et vésicules séminales.
A D’inverse, chez les individus XX, la gonade indifférenciée s’oriente dans le sens ovarien et,
en absence de testostérone et d’AMH, les canaux wolffiens dégénerent tandis que les canaux
miillériens se développent pour donner les trompes de Fallope, 1'utérus, le col de I'utérus et la
partie supérieure du vagin.

Chez les sujets males comme chez les sujets femelles, la différenciation des organes
génitaux externes dépendra de la présence d’hormones stéroides sexuelles spécifiques,

androgenes et cestrogenes, respectivement synthétisées par les testicules et les ovaires.

3) Les génes majeurs impliqués dans le développement des canaux de Miiller

Des expériences d’inactivation génique, principalement réalisées chez la souris, ainsi
que I’étude génétique de syndromes humains ont permis 1’identification de nombreux génes
essentiels au développement du tractus reproducteur femelle. En fonction du phénotype
observé, ceux-ci ont été classés en trois catégories selon qu’ils sont nécessaires a la formation
initiale des canaux de Miiller dans les deux sexes, a leur régression chez le male ou a leur
différenciation chez la femelle.

Les geénes participant au déroulement correct de chacun de ces trois stades
développementaux sont I’objet d’une large description dans la revue bibliographique qui
conclut cette introduction générale (Cf. chapitre II) et ne seront donc pas détaillés ici. On
peut toutefois d’ores et déja citer I’implication de nombreux génes codant pour des facteurs de
transcription @ homéodomaine tels Pax2 (Torres et al., 1995), Liml (Kobayashi et al., 2004)
ainsi que les genes Hox (Benson ef al., 1996; Gendron et al., 1997; Warot et al., 1997) connus
pour leur importance dans la régionalisation des tissus selon I’axe antéro-postérieur (Hombria
and Lovegrove, 2003). Les voies de signalisation de 1’acide rétinoique (Mendelsohn et al.,
1994) et des glycoprotéines Wnt (Heikkila et al., 2001) jouent également un réle fondamental

dans la formation des canaux de Miiller et de leur évolution au cours du développement.
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Myometrium Endometrium

Vagina
b Duplex uterus without vagina ¢ Duplex uterus with two lateral vaginae
(monotremes) and a median birth canal (marsupials)

d Duplex uterus with a single vagina e Bipartite uterus seen In pigs,
seen in rodents and rabbits marine mammals and mice

f Bicornuate uterus seen in g Simplex uterus seen in most higher
most bats, cows and horses primates, including humans

Figure 3. Les variations morphologiques du tractus reproducteur femelle observées chez
les Mammiféres sont liées a une fusion latérale plus ou moins étendue de la partie
postérieure des canaux miillériens. a) Bases anatomiques communes du tractus
reproducteur femelle, i.e. ovaires, trompes, utérus, col de I’utérus et vagin. Au niveau utérin,
I’épithélium luminal se différenciera en endometre, le mésenchyme sous-jacent en myometre.
b) Fusion latérale inexistante menant a la formation d’un utérus double sans vagin,
directement connecté au sinus urogénital (US). ¢, d) Fusion limitée au niveau caudal résultant
en un utérus double avec structure vaginale. e) La fusion est quasi-absente au niveau utérin,
aboutissant au développement d’une paire de cornes utérines. f) Utérus bicorne lié a une
fusion relativement étendue antérieurement. g) Un utérus unique associé a un col de ’utérus
et a un vagin uniques est le résultat d’une fusion latérale dont la frontiére est trés antérieure.
A, Antérieur (cranial). P, Postérieur (caudal). US, Urogenital Sinus. D’aprés (Kobayashi and
Behringer, 2003).
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Certains de ces genes, notamment les génes Hox, sont soumis a une régulation endocrine
via les hormones stéroides au cours de I’embryogenese et lors de la vie adulte (Daftary and
Taylor, 2006) et sont la cible de régulations épigénétiques susceptibles d’étre contrariées par
un environnement endocrinien inadéquat, comme 1’exposition in utero a des tératogénes tel le
diéthylstilbestrol (DES, agoniste cestrogénique) (Newbold, 2008). Cet aspect de la régulation
génique sera également abordé dans la revue bibliographique précitée et incluse dans ce

mémoire.

B) Variations morphologiques du tractus reproducteur femelle chez les Mammiferes et
conservation évolutive des acteurs moléculaires

La morphologie du tractus reproducteur femelle présente une grande variation parmi
les espéces mammaliennes (Figure 3). Alors que les mécanismes de formation des canaux
miillériens restent similaires, ces différences morphologiques s’expliquent essentiellement par
I’étendue variable du phénomene de fusion latérale des canaux de Miiller dans leur partie la
plus postérieure. Chez les mammiféres monotrémes (comme 1’ornithorynque) et les
marsupiaux, cette fusion est absente ou trés limitée et aboutit a la formation d’un utérus
double associé ou non a une structure vaginale. A I’inverse, la plupart des primates supérieurs
(dont ’'Homme) présentent un utérus unique combiné a un seul col de I’utérus et un vagin
unique, une morphologie résultant d’un processus de fusion latérale des canaux de Miiller tres
étendue antérieurement.

En dépit de cette grande diversité dans les caractéristiques morphologiques du tractus
reproducteur femelle chez les Mammifeéres, les cascades génétiques controlant le
développement de cet organe sont trés conservées. De fagon inattendue, les acteurs
moléculaires de sa mise en place sont également conservés entre Vertébrés et Invertébrés. A
titre d’exemple, chez le nématode Caenorhabditis elegans, des mutations au sein du geéne /in-
11 (abnormal cell lineage-11), orthologue du géne murin Liml, altérent la morphogenése
utérine et vulvaire (Newman ef al., 1999). Dans ce mod¢le d’étude, le développement vulvaire
est aussi sous la dépendance de génes homéotiques, tel /in-39 (Maloof and Kenyon, 1998),

ainsi que de composants de la voie de signalisation Wnt (Gleason et al., 2002).
Ainsi, la définition des cascades génétiques impliquées dans le développement du systeme

reproducteur tant chez les Vertébrés que chez les Invertébrés devrait apporter une meilleure

compréhension des pathologies affectant le tractus reproducteur chez I’Homme.
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I1. Revue bibliographique

Cette revue traite des mécanismes moléculaires et cellulaires ainsi que des genes
majeurs impliqués dans la mise en place du tractus reproducteur. Elle aborde également

I’importance des régulations épigénétiques dans ce processus développemental.
Masse, J .#, Watrin, T. #, Laurent, A., Deschamps, S., Guerrier, D., and Pellerin, 1. (2009). The

developing female genital tract: from genetics to epigenetics. Int J Dev Biol 53, 411-24. ", co-

auteur.
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The developing female genital tract:
from genetics to epigenetics

JULIE MASSE#, TANGUY WATRIN#, AUDREY LAURENT, STEPHANE DESCHAMPS,
DANIEL GUERRIER and ISABELLE PELLERIN*

ABSTRACT The mammalian female reproductive tract develops from the Miillerian ducts which
differentiate, in a cranial to caudal direction, into oviducts, uterine horns, cervix and the anterior
vagina. The developmental processes taking place during this organogenesis are notably under the
control of steroid hormones, such as members of the Wnt and Hox families, which regulate key
developmental genes. At later stages, steroid hormones also participate in the development of the
female genital tract. Chemical compounds homologous to steroids can thus act as agonists or
antagonists in fetuses exposed to them. These so-called endocrine disruptors are nowadays found
in increasing amounts in the environment and may therefore have a particular impact on such
developing organs. Epidemiological studies have revealed that endocrine disruptors have had
drastic effects on female health and fertility during the last decades. Furthermore, these adverse
effects might be transmitted to subsequent generations through epigenetic modifications. Given
the potential hazard of inherited epigenetic marks altering reproduction and/or human health, such
molecular mechanisms must be urgently investigated. This review aims to summarize the cellular
and molecular mechanisms involved in female genital tract development, to highlight key genes
involved in this process and to present epigenetic mechanisms triggered by endocrine disruptors

and their consequences in regard to female reproductive tract development.

KEY WORDS: genital tract, Hox, Wnt, genetics, epigenetics

Development of the urogenital system

Relation between urinary and genital tracts

Mammalian genital tract development is closely related to the
urinary system embryogenesis. This relation is ancient in evolu-
tion and phylogenetically well conserved. In simple organisms like
annelids, they both consist in metamerized nephritic tubules
composed of a ciliated funnel oriented towards the coelomic
cavity and connected to a vascularised duct that opens to the
exterior. This systemis involved in metabolites and mature genital
cells excretion. In higher vertebrates, the urogenital apparatus
comprises the kidneys, gonads, urinary and reproductive ducts.
The urinary tract embryonic formation is the result of a three steps
process that gives rise to three successive structures emerging
rostrocaudally in the intermediate mesoderm. Nephrotomes first
develop in the cervical part of the embryo; they consist in a ciliated
funnel emerging in the coelomic cavity and in a nephritic tubule

connected to a common excretory duct (the Wolffian duct, WD).
Atthis stage, they form a primitive kidney called pronephros which
is not functional. This transitory organ can only be observed in
vertebrate embryos and agnathe larvae (Saxen and Sariola 1987;
Bouchard et al. 2002). Then, while the pronephros is regressing,
the mesonephros develops posteriorly, allowing the WD to grow
in the same direction. This intermediary kidney, comprising a
Bowman capsule and an internal glomerule, is functional and
constitutes the major excretory organ of certain species of fishes
and anamniotes (Saxen and Sariola 1987; Sainio et al. 1997;
Sainio and Raatikainen-Ahokas 1999). In higher vertebrates, an
ultimate kidney structure develops from the fusion of the most
posterior nephrotomes. This so called metanephric kidney or

Abbreviations used in this paper: BPA, bisphenol A; DES, diethylstilbestrol; En,
n days post-coitum; FRT, female reproductive tract; MD, Millerian duct; Pn,
n days post partum; WD, Wolffian duct.
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metanephrosis first connected to the WD, and then to the bladder,
through the ureter. The individualization of the metanephros from
the mesonephros leads to a separation between urinary and
genital tracts; the reproductive tract will later develop from the
mesonephros. While in males, the caudal end of the urethra forms
a common excretory duct with the spermiduct, a total separation
of the female urinary and reproductive tracts occurs, allowing the
internal fertilization and subsequently the development of the
embryo in the uterus (Oppelt et al. 2005a).

As the urinary system develops, another tubular structure
called Millerian duct (MD) appears (Aamar and Frank 2004). The
MDs grow rostro-caudally, adjacent to the WD, until they join at
the urogenital sinus (Kobayashi and Behringer 2003). At embry-
onic stage 13.5 days post-coitum (E13.5), the WDs and MDs
which are respectively the anlagen of the male and female genital
tracts, are both present in males and females (Jacob et al. 1999;
Carroll et al. 2005). After sexual differentiation, the MDs regress
in males and the WDs differentiate into male genital tract. In
females, the mesonephric ducts regress and the MDs give rise to
the oviducts, uterus, cervix and vagina.

Midillerian duct formation

The embryonic origin of the MDs has been a controversial
issue for several years. Although they develop after pronephros
resorption, it has nevertheless been suggested that the MDs were
pronephretic derivatives. Indeed, some authorsinitially supported
the idea that the anterior part of the oviducts was derived from
fused nephrotomes remaining in the coelomic epithelium as small
secondary ducts (Wrobel et al. 2002). However, it is now well
established that MD formation is initiated in the cervical part of the
intermediate mesoderm of the mammalian embryo (E11.75 in
mice) by the invagination of the coelomic epithelium (Kobayashi

Fig. 1. Model for Miillerian duct development. At E71.75, after a
subset of coelomic epithelium cells (represented in green) are specified,
they invaginate in the intermediate mesoderm. Then, the invaginating
cells form the Mdillerian duct (M, represented in pink). Anteriorly, the
funnel is opened in the abdominal cavity, and caudally, the growing tip
extends to and contacts the Wolffian ducts (W, represented in blue) at
E12.0. A phase of elongation allows the Mdillerian duct to elongate
posteriorly in very close contact with the Wolffian duct. As soon as the
Mdillerian duct growing tip has deposited cells and elongated caudally,
the physical contact between the ducts is lost by the appearance of
mesenchymal cells around the Mdillerian duct epithelium. At E13.5, the
two Miillerian ducts reach the urogenital sinus and fuse together.

El 3 . 5 Developmental stages indicated in this figure correspond to mice stages.

etal. 2004; Orvis and Behringer 2007), as illustrated in Fig. 1. The
mechanism by which invaginating cells acquire an MD fate
remains unclear, although Whnt4 expression in the coelomic
epithelium or the mesonephros seems to be necessary for MD
initiation (Vainio et al. 1999). After initiation, the MDs elongate
posteriorly, in close contact with the WDs, until they join at the
urogenital sinus (Basile and De Michele 2001b). More precisely,
a recent study from Orvis and Behringer, clearly showed that the
Mllerian epithelium, at its most posterior end, is in physical
contact with the Wolffian duct epithelium and is separated from
the coelomic epithelium only by a basement membrane (Orvis
and Behringer 2007). Based on genetic markers, the same study
revealed that, in spite of its epithelial morphology, MD epithelium
expresses mesenchymal markers and could thus be considered
as a meso-epithelium tissue (like the coelomic epithelium which
also expresses epithelial and mesenchymal markers) (Orvis and
Behringer 2007). Furthermore, it has been demonstrated that WD
experimental interruption leads to MD incomplete formation,
highlighting the link between Wolffian and Mullerian ducts
(Gruenwald 1941). More recent data have allowed to precise this
information. Indeed, it seems that the first phase of MD develop-
ment is WD-independent, whereas the close contact with the
Wolffian duct is essential for Mullerian duct elongation (Vainio et
al. 1999; Kobayashi et al. 2005; Orvis and Behringer 2007). The
origin of Mullerian cells along the duct was still not clear until
recently. Indeed, two hypotheses were proposed. The first one
was in favour of Wolffian duct cells contribution to Mullerian duct
formation (Balfour 1879), whereas the second supported that the
WD just acted as a guide (Dohr et al. 1987b). Very recent data
ruled out the hypothesis of the involvement of Wolffian duct cells
as source of Miillerian duct epithelium (Dohr et al. 1987a; Guioli
et al. 2007; Orvis and Behringer 2007). By lineage-tracing of
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coelomic epithelium, in chick and mice explants, the authors
showed that a discrete population of coelomic epithelium cells,
probably located in the transition area between pronephros and
mesonephros, segregates and gives rise to the entire anlagen of
the Mullerian duct epithelium (Guioli et al. 2007). In addition, the
origin of Mllerian ducts was corroborated by another approach
using recombinanttransplant cultures (Orvis and Behringer 2007).
While no cell contribution from the Wolffian ducts is required for
Mullerian duct formation, these cells play nevertheless a role in
this process by sending paracrine signals (Carroll et al. 2005).

In addition to the demonstration of the origin of Millerian duct
cells, both groups of authors have described the cellular pro-
cesses leading to MD elongation and mesenchyme formation
(Guioli et al. 2007; Orvis and Behringer 2007): they showed that,
in both chick and mouse, the full length Mullerian duct epithelium
possesses BrdU and histone H3 positive cells, suggesting that the
MDs can extend dependently of widespread cell proliferation
along the developing duct. In addition, by removing the rostral part
of the Miullerian duct on mesonephros explants, it has been
demonstrated that the posterior tip cells of the duct are sufficient
for laying the foundation of the forming Mullerian duct (Orvis and
Behringer 2007). Concomitantly to Mdllerian epithelium elonga-
tion, a spatial organization of mesenchyme surrounding cells
takes place and physically separates the Wolffian and Mullerian
ducts. The mechanism by which these surrounding mesenchymal
cells geta Mullerian fate is still not clear. In fact, the Mdillerian duct
mesenchyme seems to derive from in situ mesonephros mesen-
chyme as well as local delamination of the coelomic epithelium
cells situated along the length of the mesonephros (Guioli et al.
2007).

Differentiation of the Miillerian duct

The Wolffian and Mullerian ducts are discrete primordia which
temporarily coexist in undifferentiated embryo until genetic sex
triggers differentiation of either ovaries or testes. In males, MDs
regress due to the sexual dimorphic expression of the anti-
Mullerian hormone (AMH), also known as Millerian-inhibiting
substance (MIS), a member of the transforming growth factor-8
(TGF-B) family, secreted by the Sertoli cells of the foetal testis
(Josso etal. 1993). In addition, testosterone production by Leydig
cells, allows androgen-dependant growth and differentiation of
Wolffian ducts into epididymides, vas deferens and seminal
vesicles (Hannema and Hughes 2007). In females, in absence of
testicular hormones, Millerian ducts differentiate into Fallopian
tubes, uterus, cervix and upper part of the vagina while the
Wolffian ducts degenerate (Jost 1953).

At the end of the elongation step, the growing tips of the MDs
converge and join at the urogenital sinus (Orvis and Behringer
2007). The Mdllerian tubules then fuse and form a one-luminar
tube, the utero-vaginal duct, which will give rise to the upper
vagina, cervix and uterus. The anterior non-fused region of the
MD differentiates into oviducts and infundibulum. The morphol-
ogy of mammalian uterus markedly varies between species,
depending on the width of the ducts fusion. For instance, uterus
is duplex in most rodents, generally bicornuate in big quadrupeds
and simplex in most primates, including humans (Kobayashi and
Behringer 2003). Although still controversial, itis generally admit-
ted that the lower vagina is a derivative of the urogenital sinus.
However its differentiation requires an induction mechanism by
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the MD (Drews et al. 2002; Kobayashi et al. 2005). Data obtained
from studies on human malformative syndromes clearly argue in
that direction. Indeed, the Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser
(MRKH) syndrome is a genetic disease that affects notably the
development of inner genital tract (Basile and De Michele 2001a)
(Morcel et al. 2007). These women lack Millerian derivatives
(uterus, upper vagina and optionally oviducts) but possess the
lower part of the vagina, showing that upper and lower parts have
different embryologic origins (Oppelt et al. 2005b). At birth, the
female genital tract has undergone a regional morphologic
specialisation that differentiates oviducts, uterus, cervix and
upper vagina but it is still composed of simple structures that will
acquire a full maturation aspect after birth and until puberty.

Maturation of Miillerian ducts

The MD maturation proceeds in three steps: 1) region specific
Muillerian duct epithelium differentiation, 2) formation and organi-
zation of endometrium and myometrium, 3) uterine adenogenesis.

Firstly, the single-layered epithelium acquires different mor-
phologies and cyto-architectures along its anterior-posterior axis.
While the uterine epithelium is composed of simple columnar
epithelial cells, the posterior cervix and the vaginal epithelia are
made up with of stratified squamous cells and the oviducts
epithelium possesses of ciliary and secretory cells. This process
seems to occur perinatally since, at E16-18, the oviductal, uterine,
cervical and Miillerian vaginal epithelial cells are morphologically
undistinguishable (Komatsu and Fujita 1978; Kurita et al. 2001).

Distinct markers then appeared in mice at around 1-3 days
post-partum (P1-3), and as regional patterning of epithelial differ-
entiation takes place in the uterus, cervix and Mullerian vagina
(Kurita et al. 2001). Oviductal epithelium ciliary cells differentiate
at P5-10 and active secretory cells are observed from P23
(Komatsu and Fujita 1978). Atthe utero-vaginal level, the Mullerian
duct epithelium undergoes these region-specific morphogenetic
changes under mesenchymal cells paracrine influence (Cunha
1975;1976b;a). Indeed, heterotypic recombinant assays have
demonstrated that uterine and Mllerian vaginal epithelia are both
able to undergo either uterine or vaginal differentiation when
induced by uterine or Mullerian vaginal mesenchyme, respec-
tively. This characteristic is however stage-dependent: epithelial
cells are the most responsive to mesenchyme signals at around
P2-P5 but lose this competence by P9 (Cunha 1976b). At P10,
only a subset of epithelial cells has kept some plasticity (Kurita et
al.2001). Uterine mesenchymalinductive activity has been shown
in P2 up to P7 neonates whereas vaginal stroma keeps its
inductive activity from 2 up to 150 days after birth (Cunha 1976b).
Subsequently, in the developing uterus, like in many other organs
(intestine, bladder, etc.), mesenchymal cells in close proximity to
the epithelium differentiate into fibroblasts, to form the en-
dometrium, whereas the most distant ones differentiate into
smooth muscle, so forming the myometrium (Brody and Cunha
1989). It has been further demonstrated that myometrium differ-
entiation and spatial organisation require the epithelium which
can therefore be considered as a key mesenchymal inducer for
endometrial/myometrial segregation and subsequent formationn
(Cunha et al. 1989; Cunha et al. 1992).

The female genital tract development ends with adenogenesis,
i.e. the formation of uterine glands, which is the paroxysm of its
functional differentiation. These glands are essential to later
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survival and development of the conceptus by secreting histotrophic
substances. Uterine adenogenesis involves differentiation and
budding of glandular epithelium from luminal epithelium, penetra-
tion of uterine stroma by tubes of glandular epithelium and
extensive branching and coiling of glandular epithelium (Gray et
al. 2001). The timing of uterine adenogenesis is highly variable
among mammalian species. In mice, it begins around P5 by
epithelial invagination of glandular epithelium into the luminal
epithelium (Brody and Cunha 1989); and completion is observed
by P7 (Branham et al. 1985). This process seems to be governed
by site-specific alterations in cell proliferation and movement, as
well as by paracrine, cell-cell and cell-extracellular matrix interac-
tions, and specific endocrine-, paracrine- and juxtacrin-acting
factors and receptors (Gray et al. 2001).

Molecular genetics of Miillerian duct development

Most of the genes known to be essential for MD embryonic
development have been characterized either by description of
Human syndromes affecting the female reproductive tract (FRT)
formation, regression and differentiation or by studies of knocked-
out mice (Table 1 and Fig. 2). Analysis of the molecular and
cellular mechanisms of MD development depicts an emergent
genetic cascade for this process (Kobayashi and Behringer
2003).

Early onset of Miillerian ducts

As aforementioned, the initial steps of MD formation in both
sexes briefly consist in invagination of coelomic epithelium and
caudal elongation towards the urogenital sinus. These two mecha-
nisms depend on correct expression of various transcription

factors and signalling molecules. As previously described, the
elongation phase, as well as further maintenance of MD, seems
not only to depend on the intrinsic nature of the MD, but also to
require the presence of WD (Roberts et al. 2002). As a conse-
quence, genes involved in WD development are of critical impor-
tance for the subsequent onset of MD. Amongst factors required
for FRT development, Lim1 (a.k.a. Lhx1), Pax2, Emx2, Wnt4,
Wnt9b, Tcf2, Dach1and Dach2seem to be essential for the initial
biphasic process of MD formation and are therefore detailed
below.

Lim1, ahomeodomain-containing transcription factor, shows a
dynamic expression pattern in the epithelium of the developing
MD, beginning at E11.5 in the mouse. This suggests a role for
Lim1 in the very early steps of MD formation. Indeed, Lim1-null
mutant mice display complete absence of mesonephric- and
paramesonephric-derived structures, a phenotype consistent with
the expression of the gene in the epithelium of both sexual ducts
(Kobayashi et al. 2004). Furthermore, specific inactivation of Lim1
in the WD epithelium, causing its degeneration, leads to impaired
development of MD but does not affect their initial formation,
highlighting the WD-dependent processes of MD elongation and
maintenance but not initiation (Kobayashi et al. 2005). Pax2, a
member of the paired-box gene family encoding transcription
factors, is also expressed in the epithelium of the Wolffian and
Mullerian ducts. This gene, involved in multiple developmental
processes, appears to be essential for the development of the
epithelial components derived from intermediate mesoderm. In-
deed, Pax2-null mutant mice, which die perinatally due to absent
kidneys, have neither Wolffian nor Miillerian derivatives (Torres et
al. 1995). Nevertheless, unlike the phenotype observed in Lim1-
null mutant mice, both sexual ducts initially form in Pax2-null

TABLE 1

GENES INVOLVED IN THE DEVELOPMENT OF FEMALE GENITAL TRACT

Spatio-temporal expression of genes during FRT development

Gene Early‘ Late? Adult (sexual cycle) Phenotype in KO female mice References
Lim 1 CE, WE, ME ME NA No FRT Kobayashi, 2004
Pax2 CE, WE, ME ME Oviducts a_nd proliferative No FRT Torres, 1995
epithelium Tong, 2007
Emx2 WE, ME MMET Endometrial No FRT Myamoto, 1997
development
Restricted to uterine ) . Vainio, 1999
Wnt4 CE, MM mesenchyme Dynamic expression No FRT Miller, 1998b
Whnt5a MM, ME MM Dynamic expression Defective posterior growth of MD. No uterine glands Miller, 1998b Mericskay, 2004
. . Posteriorization of genital Miller & Sassoon, 1998
Wnt7a ME ME Dynamic expression tract. No uterine glands Parr, 1998; Carta & Sassoon, 2004
Wnt9b WE (*), NE in MD WE (unit:1| I,\EAE'S)’ NE NE Absent uterus and upper vagina Carroll, 2005
RAR o,B,y NA Combined mutants: various degrees of affection Mendelsohn, 1994
Dight WE (%) NE NA Cervix and vagina aplasia lizuka-Kogo, 2007
. . Hypotrophic uterine horns + defective oviduct coiling. Arango, 2005
p-catenin All compartiments Myogenesis to adipogenesis switch (**) Deutscher, 2007
Hoxa10 Homeotic transformano_n of the anterior part of the Benson, 1996
uterus to an oviductal morphology
. . . Steroid-dependent
Colinear expression along the A/P axis ) i jorization: i
Hoxa11 p g expression Partial anteriorization: hypoplastic uterus,decreased Gendron, 1997

Hoxa13 (***)

endometrial glands.

Agenesis of the caudal portion of MD. Warot, 1997

MD: Millerian duct; ME: Mdillerian epithelium; WD: Wolffian duct; WE: Wolffian epithelium; CE: coelomic epithelium; MMET: Miillerian Mesenchyme-Epithelium Transition; FRT: Female Reproductive

Tract; NA: not available; NE: not expressed.

1 Early refers to determination, invagination and elongation steps of MD. 2 Late corresponds to E13.5 (time of MD regression in the male) to puberty. * Specific WD genes are indicated since MD
growth initially depends on the presence of WD. ** Targeted knock-out, efficient from E15.5. *** Compound Hoxa13*;Hoxd137-mutant females display severe urogenital and rectal anomalies (Warot,

1997) whereas Hoxd13”-mutant female are still fertile (Dollé et al. 1993).
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embryos but degenerate soon after. In addition, the homeobox-
containing gene Emx2, is expressed in the epithelial components
ofthe urogenital system and plays a major role in the development
of this organ. Similarly to Pax2 mutants, both sexes of homozy-
gous null mice for Emx2 display complete absence of urogenital
tractand die soon afterbirth (Miyamoto etal. 1997). Nevertheless,
WD develops normally at E10.5 in these mice but degenerates the
day after and, as expected, no MD is observed later. Finally, the
POU domain-containing TCF2 gene (formerly v-HNF1 or HNF-
1beta) has been shown to be expressed in many organs during
development (Coffinier et al. 1999) and seems to play a general
role in epithelial differentiation (Coffinier et al. 1999; Kolatsi-
Joannou et al. 2001). Expression of this gene is particularly
noticeable from the earliest steps of urogenital tract formation up
to adult stage inthe mouse model (Coffinier etal. 1999; Reberand
Cereghini 2001). It was originally found associated with MODY -
type diabetes (Horikawa et al. 1997) and with diabetes mellitus,
renal cysts and other renal developmental disorders (Bingham et
al. 2001; Kolatsi-Joannou et al. 2001). Interestingly, genital mal-
formations such as bicornuate uterus (Bingham et al. 2002),
uterus didelphys (Bingham et al. 2002) and Mullerian aplasia
(Lindner et al. 1999) were also found together with renal anoma-
lies in patients showing a defective gene, tending thus to show a
major role of the TCF2 gene during uro-genital development.
Transcriptional co-factors such as Dach1 and -2 seemto also take
place in the molecular cascade of MD formation. Whereas inac-
tivation of each corresponding gene does not appear to affect this
pathway, combined knock-out results in drastic defect of Mlllerian
derivatives, tending to show a functional redundancy of these
factors (Davis et al. 2008).

In addition to the key role of the above homeodomain transcrip-
tion factors in the early steps of MD formation, some signalling
molecules have been shown to be involved in this process.
Amongst them, Wnt9b and Wnt4, two members of the Wnt gene
family encoding secreted glycoproteins, homologues to the Droso-
phila segment polarity gene wingless, are crucial paracrine fac-
tors. In mice, Wnt9bis expressed in the WD epithelium from E9.5
to E14.5 in both sexes and seems to be necessary for MD
extension (Carroll et al. 2005). Interestingly, the phenotype of
Wnt9b mutants can be rescued by activation of Wnt1 within the
WD, identifying the canonical Wnt pathway as a determinant
signalling process in Miillerian ducts elongation. Another member
of the family, Wnt4, is expressed in mesenchymal cells surround-
ingthe newly formed MD on E12.5in the mouse. Wht4-null female
mice exhibit a complete absence of FRT and, strikingly, are
masculinised, probably due to ectopic activation of testosterone
biosynthesis as initially hypothesized (Vainio et al. 1999; Heikkila
et al. 2005). In fact, no Mdllerian structures are observed both in
male and female mutant mice on E11.5, before normal regression
of MD takes place in the male. Thus, this reversal of sexual
development in mutant female indicates a requirement for Wnt4
in the initial steps of MD formation in both sexes but also for the
suppression of male differentiation pathway in female gonad.
Incidentally, a mutation in the Wnt4 gene was discovered in a 46,
XX woman presenting a somewhat similar phenotype: complete
absence of MD-derived structures and clinical signs of androgens
excess (Biason-Lauber et al. 2004). Interestingly, Wnt4 and Fgf9
seem to constitute mutual antagonistic signals in the bipotential
gonad, regulating gonadal differentiation into female or male
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pathway by imbalance between them (Kim et al. 2006).
Another well-studied signalling molecule in the context of
embryonic development is retinoic acid (RA), a morphogen de-
rived from vitamin A. RA seems to be particularly involved in
antero-posterior patterning both along the body axis and in
developing limb bud (Dreyer and Ellinger-Ziegelbauer 1996;
Robert and Lallemand 2006). Compound null mutations of its
cognate receptors (RARs and RXRs) lead to a broad range of
developmental abnormalities, among which severe defects of the
urogenital system (Mendelsohn et al. 1994). More precisely,
RARo2 double mutants lack identifiable MD in E12.5, a pheno-
type not imputable to a defect in WD formation, making RA
signalling a specific pathway required to ensure the correct
formation of MD. Similarly, abnormalities of the urinary and
genital tracts have been recently described in Digh1-null mutant
mice in both sexes (lizuka-Kogo et al. 2007). The most interesting
defect here is the aplasia of the uterine cervix and vagina due to
defective lateral fusion and impaired caudal elongation of MD
(lizuka-Kogo et al. 2007). At the present time, no relation between
retinoic acid and Digh1 gene has been established. Finally, a

Male and female genital tract anlagen
in sexually indifferent stage embryo

(- Hoxa10-a13;Hoxd13
- Wnt7a
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MD differentiation MD regression

Fig. 2. Genes involved in the regression or development of the
Miillerian ducts. At the so-called sexually indifferent stage (bipotential
gonad), both male and female reproductive duct primordials co-exist.
Sexual differentiation takes place according to the genetic sex of the
embryo, determining its gonadal status and consequently allowing the
differentiation into male or female reproductive organs. In female em-
bryos, in the absence of specific male hormones, the WDs degenerate
while the MIDs ducts develop. In male embryos, the MDs degenerate and
the WDs give rise to the male genital tract. Key genes involved in such
processes are indicated on the figure.
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requirement of PI3BK/AKT signalling pathway for MD tip elongation
has been uncovered (Fujino et al., 2008), highlighting the intricacy
of multiple signalling pathways for MD development.

Regression of Miillerian ducts in the male

As mentioned earlier, both male and female reproductive duct
primordials coexist at the so-called sexually indifferent stage.
Subsequently, sexual differentiation takes place according to the
genetic sex of the embryo, determining its gonadal status and
consequently allowing the differentiation into male or female
reproductive organs. In female embryos, the absence of andro-
gens seems to be sufficient to cause the degeneration of the WD,
whereas regression of MD in male embryos is an active process
mediated by AMH solely secreted by the foetal testis.

Molecular and cellular studies, mainly in the mouse, have
shown that AMH exerts its effect on MD through a paracrine
mechanism, by binding to its type Il receptor (AMHRII). This latter
is initially expressed in the coelomic epithelium of the mesoneph-
ros, prior to regression (Zhan et al. 2006). Binding of AMH to
AMHRII induces the AMHRII-expressing cells to migrate into the
area adjacent to the MD and eventually around the MD at ~E15.5,
corresponding thus to an epithelial-to-mesenchymal transition. In
the female, in absence of AMH, AMHRII expression remains
located in the coelomic epithelium at least until stage E15.5 (Zhan
et al. 2006). Amh- or Amhrll-mutant male mice show an identical
phenotype: they exhibit a morphologically normal male reproduc-
tive system but are infertile because of the persistence of a
complete FRT blocking sperm passage (Behringer et al. 1994;
Mishina et al. 1996). Mutations in AMH or AMHRII genes have
been reported in patients affected by Persistent Mullerian Duct
Syndrome type | and type Il respectively (Di Clemente and Belville
2006). These evidences tend to show that AMHRII is probably the
unique receptor of type Il mediating AMH signalling. In the mouse,
Bmpria (a.k.a. Alk3) has been identified as a type | receptor,
necessarily associated to Amhrll to mediate Amh-induced regres-
sion of MUllerian derivatives (Jamin et al. 2002). It is noteworthy
that other Tgf-B family type | receptors can transduce Amh signal
in absence of Bmpria (Clarke et al. 2001; Jamin et al. 2003).
Interestingly, Alk2 (a.k.a. Acvr1) seems to mediate Amh signalling
by inducing migration of Amhrll-expressing epithelial cells from
the coelomic epithelium into the MD mesenchyme, accounting for
the sexually dimorphic pattern of Amhrll expression during the
regression (Zhan et al. 2006). According to their spatiotemporal
expression pattern, Alk2 and Bmpria type | receptors are though
to act sequentially in MD regression. Moreover, an epithelial-
derived Whnt7a signal is required to induce or to maintain Amhrll
expression in the Mlllerian mesenchyme of both sexes, and thus
responsiveness to Amh signalling. Indeed, Wnt7a-deficient mice
do not express Amhrllin the ductal mesenchyme and are infertile
due to persistent MD in the male and abnormal morphogenesis of
the oviduct and uterus in the female (Parr et al. 1998; Parr and
Mcmahon 1998). The direct effect of Wnt7a inactivation was
corroborated by the description of 3-catenin/Tcf4 complex bind-
ing onto Amhrll promoter to activate the gene (Hossain and
Saunders 2003). These data highlight the multiple roles of Wnt
signalling in the molecular cascades triggering sexual develop-
ment. One of the earliest events following Amh signalling, but prior
to MD regression seems to be Sfrp2 and -5 gene upregulation.
However single or combined inactivation of either gene does not

lead to any overt anomaly of the reproductive tract development,
suggesting that other members of the Sfrp gene family may
redundantly be involved in this process (Cox et al. 2006).

Regression of MD is a cranial-to-caudal process achieved by
both apoptosis of epithelial cells and epithelio-mesenchymal
transition. A positive correlation has been found between the
expression pattern of Amhrll and 3-catenin cytoplasmic accumu-
lation in the peri-Millerian mesenchymal cells and seems to
follow the wave of apoptosis spreading chronologically along the
cranio-caudal axis (Allard et al. 2000). Furthermore, 3-catenin co-
localizes with Lef1 (another member of the nuclear TCF/LEF
family) in the nucleus of mesenchymal cells treated with Amh, and
therefore might alter gene expression and cell fate, making -
catenin/Lef1 complex a possible mediator of Amh action. Indeed,
Allard and colleagues have observed that apoptosis of epithelial
cells occurs only after disruption of the MD basement membrane
and is followed by an entry of healthy epithelial cells into the
mesenchymal compartment where they are subject to epithelio-
mesenchymal transformation (Allard et al. 2000). One of the
putative targets of Amh signalling is the Matrix metalloproteinase
2 gene (Mmp2). This gene is expressed in a sexually dimorphic
pattern with an upregulation in the male Mullerian mesenchyme
during regression; this male-specific expression pattern is lost in
Amh-null mutant mice (Roberts et al. 2002). Additionally, inhibi-
tion of Mmp2 protein activity blocks MD regression in vitro and is
correlated with a decrease of apoptotic cells inthe MD epithelium.
Although Mmp2-null mutant mice develop a normal urogenital
tract, probably due to redundancy with other gene (s) (Oppelt et
al. 2005b), Mmp2 remains a putative actor of Amh-induced
regression (ltoh et al. 1997). More recently, Wilms’ tumour sup-
pressor gene (Wt1) has been described as another regulator of
Ambhrll expression (Klattig et al. 2007), providing a novel function
for Wt1 in the process of sexual development.

Differentiation of Miillerian ducts

Inthe female foetus, the differentiation of MD along the antero-
posterior (A-P) axis depends on local inductive interactions be-
tween the MD epithelium and the surrounding mesenchyme. The
correct regionalization of FRT, i.e. acquisition of tissue identity in
cervix, uterus and vagina, relies on spatiotemporally regulated
interactions between transcription factors and signalling mol-
ecules. Most of the genes acting to determine Miillerian cell fate
and thus the proper MD identity are still expressed throughout
differentiation. Amongst these genes, homeogenes such as Hox
genes play a crucial role in specifying cell characteristics along
the A-P axis.

The homeobox (Hox) genes belong to a large family of 39
genes organized in four clusters, Hoxa to Hoxd (HOXA-D in
Human), each on a different chromosome. These major develop-
mental genes are involved in patterning the animal body axis by
providing positional identity through the molecular “Hox code”,
emerging from highly complex spatiotemporal combinations of
Hox proteins (Hombria and Lovegrove 2003). Some members of
the Abdominal-B(Abd-B) like Hox gene family, Abd-B Hoxa9to 13
and Hoxd9to 13, are expressed in partially nested patterns in the
mesenchyme of the developing MD, defining a specific Hox code
along the A-P axis (Dollé et al. 1991; Taylor et al. 1997). Evidence
of their roles was provided, particularly by in vivo inactivation of
Hoxa10, Hoxa11, Hoxa13 and Hoxd13 genes in the mouse, that
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led to region-specific alterations of the reproductive tract. Hoxa 10-
null mutant mice exhibit abnormal utero-tubular junction and
uterine epithelium and an anterior homeotic transformation of the
upper part of the uterus into oviduct-like structure (Benson et al.
1996). In Hoxa11-deficient mice, the uterus is thinner and shorter
than normal and endometrial glands have not developed, sug-
gesting an anteriorized phenotype (Gendron et al. 1997). More-
over, replacement of the homeodomain of Hoxa11 by that of
Hoxa13 results in a posterior homeotic transformation of the
uterus into cervix- and vagina-like structures (Zhao and Potter
2001). Besides, Hoxa13-null mice show agenesis of the distal
portion of the MD, indicating a role for Hoxa13 not only in the
differentiation but also in the formation of MD (Warot et al. 1997).
Subsequently, mutations in the HOXA 13coding region have been
shown to cause Hand-foot-genital syndrome (HFGS) in Human,
characterized by hands and feet defects, hypospadias in males,
Mullerian duct fusion defect in females and urinary tract malfor-
mations in both sexes (Mortlock and Innis 1997; Goodman et al.
2000).

Despite its involvement during MD regression in the male,
Wht7a is also required for correct patterning of the murine FRT.
Initially expressed throughout the MD epithelium, Wnt7a expres-
sion becomes postnatally restricted to the oviductal and uterine
epithelium, declininginthe vaginal epithelium (Miller et al. 1998Db).
Loss of Wnt7a expression in the differentiating MD results in
partial homeotic transformation of the oviduct to uterus and of the
uterus to vagina (Miller and Sassoon 1998). Since Wnt7a is not
required to induce Hoxa gene maintenance, Wnt7a and Hoxa
genes are likely acting in parallel pathways during FRT develop-
ment. Indeed, a combinatorial regulation by Hox and Wnt genes
probably occurs in most organogenesis and therefore during FRT
development (for a review, see Bondos 2006). Moreover, Wnt7a
mutant uterus in adult presents an atrophic aspect due to postna-
tal uterine growth failure, a phenotype partly related to the role of
Whnt7a as a suppressor of cell death in the FRT (Carta and
Sassoon 2004). In addition, the absence of oviduct coiling in the
Whnt7a-null mice has been reproduced by specific inactivation of
B-catenin in the MD mesenchyme using an Amhr2-cre mouse
line, without any observed alteration in Wnt5aand Wnt7a expres-
sion patterns (Deutscherand Hung-Chang Yao 2007). This defect
onoviductdifferentiation is accompanied by an overall hypotrophic
aspect of uterine horns, a phenotype correlated with a decreasing
cell proliferation in both the epithelium and the mesenchyme of
the Mullerian derivatives. Inthe end, deletion of B-catenin directed
by the Amhr2-cretransgene leads to adipose tissue deposition in
the uterine wall in adult, probably due to cell fate switch from
myogenesis to adipogenesis (Arango et al. 2005; Deutscher and
Hung-Chang Yao 2007), without any ovarian phenotype. Never-
theless, recent in vitro studies have uncovered the requirement of
B-catenin for normal ovarian steroidogenesis (Hernandez-Gifford
et al. 2009).

Given the specific expression of Wnt7a in the luminal epithe-
lium of the uterus (Miller et al. 1998b), the phenotype of Wnt7a-
null mutant mice implies crucial paracrine interactions between
uterine epithelium and stromal cells. Wnt5a, a component of the
non-canonical Wnt signalling pathway, that is expressed in mes-
enchyme of the uterus, cervix and vagina (Miller et al. 1998b), is
an actor of such interactions. Indeed, Wnt5ais required for proper
development of the posterior region of FRT and for uterine
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adenogenesis (Mericskay et al. 2004). Therefore, involvement of
Whnt7a and Wnt5a for glandular genesis in the uterus highlights
the necessary cooperation between epithelium- and stroma-
derived signals during the essential process of cyto-differentia-
tion. In this context of reciprocal interactions, p63, a homologue
of p53 tumour suppressor gene, is considered as an identity
switch for MD epithelial differentiation into uterine or cervicovaginal
cell fate (Ince et al. 2002; Kurita et al. 2004). Besides, the
homeodomain transcription factor Msx2, promotes normal vagi-
nal epithelial differentiation and, interestingly, seems to be in-
volved in regression of the caudal region of WD in females by
promoting apoptosis (Yin et al. 2006).

In conclusion, differentiation of MD into a functional reproduc-
tive tract relies on a complex genetic cascade wherein coopera-
tion between Wnt and Hox genes is fundamental for correct
patterning and maturation of the FRT. It is noteworthy that many
of the developmental genes presented above, especially Hox
genes, are also regulated by steroid hormones during both
embryogenesis and adulthood (Daftary and Taylor 2006). The
role of this endocrine regulation in the reproductive tract is now
well established during embryonic development but appears to be
also essential in adult developmental-like processes such as
menstrual cycle, embryo implantation and pregnancy.

Studying the consequences of prenatal or perinatal exposure
to endocrine disruptors such as diethylstilbestrol (DES) gives new
insights on hormonal regulation of these genes during critical
periods of FRT development and may be useful to address the
question of epigenetic regulations of Hox genes, an extensively
studied research field in recent years.

What about epigenetics?

Epigenetics and environment

The term epigenetics refers to the overall molecular phenom-
enon which is heritable from parents and that regulates gene
expression without any alteration of the genomic DNA sequence.
These heritable epigenetic changes include DNA methylation,
post-translational modifications of histones tails (acetylation,
methylation, phosphorylation,..) and chromatin remodelling. The
epigenome is the set of epigenetic prints present in a given
genome, at a given time and in a given cell type.

Most of the studies on epigenetic regulation have shown that
environment can play an important role in this respect. Indeed,
both environmental chemicals and toxins have recently been
shown to alter DNA methylation patterns, resulting in epigenetic
phenotypes (Cisneros 2004; Anway et al. 2005).

Several studies have shown that, during critical periods of
differentiation, exposure to low environmentally relevant doses of
some chemicals, may alter developmental programming. In par-
ticular, two studies demonstrated that xenobiotic chemicals such
as tributyltin present in PVC plastics as well as some fungicides,
alter normal development and homeostatic control over adipo-
genesis and energy balance, leading to obesity (Grun and
Blumberg 2006; Tabb and Blumberg 2006). Moreover, recent
works on mice by Newbold and collaborators, support the idea
that a brief exposure to environmental chemicals, especially
those with estrogenic activity, can increase body weight in corre-
lation with age (Newbold et al. 2007b; Newbold et al. 2007c).
Precisely, treatment of females with diethylstilbestrol does not
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affect the body weight during the time of exposure, but provokes,
later on, an increase of the body weight associated with an
augmentation of body fat. In addition, exposure of adult animals
to metals such as cadmium or nickel, has been associated with
tumorigenesis. In fact, these metals seem to interact with the
epigenome and induce carcinogenic effects through abnormal
DNA methylation (Salnikow and Costa 2000; Poirier and Vlasova
2002).

Among harmful chemicals, the so-called endocrine disruptors
have been described to present strong effects on the develop-
ment of organisms. Indeed, various natural or synthetic mol-
ecules can interfere with the endocrine system through the
binding to members of the intracellular steroid receptors family.
This interference ultimately disturbs the normal function of tissues
and organs, in particular those of the reproductive tract. Exposure
to endocrine-disrupting chemicals presentin the environment has
been reported to cause many disorders in mammals like abnor-
mal thyroid and immune function, alteration of the developing
reproductive tract such as de-masculinization and feminization of
males, associated with decreasing fertility. These adverse effects
were reported for multiple chemicals such as industrial waste and
pesticides (reviewed in Colborn et al. 1993).

Recently, several lines of evidence have tended to show that
epigenetic adaptations, in response to in utero nutritional and
environmental factors, play an important role in developmental
plasticity and diseases susceptibility. Waterland and collabora-
tors have demonstrated that the epigenetic gene regulation of the
imprinted gene Igf2 may be influenced by early post-natal nutri-
tional diet in the mouse model. Indeed, in normal environmental
conditions, the Igf2 gene is expressed from the paternal allele
whereas the maternal gene is repressed by imprinted silencing.
When a methyl-donor deficient diet is administered to animals for
60 days post-weaning, a paternal hypomethylation of the gene is
observed, in correlation with a significant loss of imprinted regu-
lation of the Igf2 gene (Waterland et al. 2006). Therefore, nutrition
may alter the epigenome of these young animals (Waterland et al.
2006).

Besides experimentally diet-mediated imprinting, general en-
vironment conditions may also lead to epigenetic variations in
humans. As another evidence of environment modification of the
epigenome, is the following study of Fraga and collaborators
(Fraga et al. 2005). From a set of monozygotic twins of various
ages and living in different environments, an epigenetic profile of
each person was performed by measuring the global CpG methy-
lation and the acetylation on H3 and H4 histones. This showed
that, although twins are epigenetically indistinguishable during
the early years of life, older twins exhibit remarkable differences
in their overall content and genomic distribution of DNA methyla-
tion and histone acetylation, which can thus bring variations in
each subject’s gene expression pattern. Furthermore, these data
clearly showed a more important difference of the epigenome
between oldertwins and between twins who have lived separately
more than 50% of their lifetime (Fraga et al. 2005).

Epigenetic modifications can therefore be induced by natural
and synthetic chemicals present in the environment. These epi-
genetic changes seem to lead to some genetic programs varia-
tions and consequently may have drastic effects on human
development and health. Amongst organs that can be affected by
these compounds, the reproductive tract is a very sensitive target.

The following paragraphs will address the developmental alter-
ations of the reproductive tract, which can be triggered by natural
and synthetic epigenetic effectors.

Effects of estrogens on female reproductive tract develop-
ment

As mentioned earlier, the development of the female reproduc-
tive tract (FRT) is regulated by steroid hormones and in particular
by oestrogens acting through two different receptors, designated
ERo and ERp. ERa is predominantly expressed in the uterus,
vagina, mammary gland, and thecal cells of the ovary whereas
ERp is mainly expressed in the granulosa cells of the ovary (Couse
and Korach 1999; Muramatsu and Inoue 2000). The particular role
of ERa in FRT development has been revealed by disrupting the
corresponding gene in the mouse, driving to hypoplastic uterine
and vaginal tissues (Couse and Korach 1999; Hewitt and Korach
2002).

The molecular mechanism triggered by steroid hormones is
relatively well known. Indeed, the steroid hormones linked to
specific nuclear receptors which are able to bind to the promoter of
target genes and then regulate proliferation and/or differentiation
processes (Groothuis et al. 2007). Considering the importance of
steroid hormones in FRT development, exposure to endocrine
disruptors may thus have a strong impact on this organ system. As
amatter of fact, aberranttemporal or over stimulation of oestrogens
signalling pathway during development is now known to lead to
various long-term or irreversible abnormalities (Newbold et al.
1990). During the last decades, large quantities of various chemi-
cals with oestrogenic activity have been released into the environ-
ment. Many of them can potentially influence the endocrine system
and therefore modify organs responsiveness to endocrine signals
during pre- and/or post-natal life, by disrupting the proper expres-
sion of oestrogen-regulated genes.

Amongst these compounds, genistein, a nonsteroidal
phytoestrogen, is present in food, particularly in soy products.
Human foetuses may thus be exposed to this molecule during in
uterodevelopment as well as in infancy through lactation. Newbold
and colleagues have demonstrated that neonatal exposure of mice
to genistein leads to an increase of uterine adenocarcinoma later
in life (Newbold et al. 2001). Moreover, this phytoestrogen can
exert dose-dependent adverse effects on the ovary: neonatal
exposure to genistein at environmentally relevant doses alters
ovarian differentiation and development, and leads to multioocyte
follicles still visible later in life; at a higher dosage, females become
infertile (Jefferson et al. 2002). In addition, at lower doses, females
show minor rates of pregnancy coupled with smaller and fewer
implantation sites (Jefferson et al. 2002).

Bisphenol A (BPA) is a synthetic compound used in the manu-
facture of many plastics including food containers and dental
composites. This molecule presents an oestrogenic activity and as
such, is able to induce malformations of the FRT. Indeed, recent
experimental studies on mice have highlighted the association of
BPA with deformity of the reproductive tract and with gynaecologic
cancers. In particular, it has been reported that exposure to BPA
leads to earlier vaginal opening (Honma et al. 2002), to altered
ovarian morphology (Markey et al. 2003; Kim et al., 2009), to
proliferative lesions of the uterus (Newbold et al. 2007a) and to a
strong incidence of cystic ovaries (Newbold et al. 2007a).

The most dramatic report on FRT malformations induced by a
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synthetic nonsteroidal estrogen-mimetic molecule, is the abnor-
malities observed in women exposed in utero to DES. Although,
this chemical had been demonstrated to be ineffective as soon as
1953 (Dieckmann et al. 1953), it was prescribed for miscarriage
and other pregnancy complications between 1938 and 1971.
Several studies have demonstrated that prenatal exposure of
female to DES was associated with subsequent development of
reproductive tract abnormalities. First, women prenatally exposed
to DES presented with a "T shaped" uterus and an increased
incidence of clear cell adenocarcimas of the vagina and cervix.
Second, these women also presented an enhanced risk of spon-
taneous abortion, ectopic pregnancy and preterm delivery (Kaufman
et al. 2000). These epidemiologic studies were corroborated by
experimental studies performed on mice exposed to DES during
development. Indeed, these mice showed many malformations of
the uterus, characterized by squamous metaplasia of the luminar
and glandular epithelium, and by endometrial hyperplasia and
increased risk of leiomyomas (Kitajewski and Sassoon 2000). In
addition, these mice showed persistent epithelium cornification of
the vagina associated with adenocarcinoma, and oviduct prolifera-
tive lesions (Mclachlan et al. 1980; Couse et al. 2001; Couse and
Korach 2004).

The overall data cited above demonstrate clearly that natural or
synthetic compounds, with oestrogenic activity, can have adverse
effects on the FRT and consequently disrupt reproductive func-
tions. Moreover, the detrimental effects of steroid disruptors are
generally not visible before the offspring reaches maturity or even
middle age. Such molecules have been shown to have long time
effects on the female mouse or woman reproduction. Indeed
epidemiologic and experimental studies have pointed out that
developmental alterations of the reproductive tract could be inher-
ited to the next generation, suggesting that DES exposure could
affect durably gene regulation. However, the molecular mecha-
nisms involved in such inheritance of altered genetic traits are far
to be clearly understood.

Effects of DES on developmental genes

As a first step to understand the molecular mechanisms in-
volved in the alteration of the female reproductive tract exposed to
DES, target genes for such molecules need to be clearly identified.
Amongst these genes, the Hoxa genes are under control of both
oestrogen and progesterone (Ma et al. 1998). Moreover, the
phenotype associated with developmentally experimental expo-
sureto DES s similarto those observed in Hoxagenes knocked out
mice. In fact, DES-induced abnormalities include loss of the
boundary between the oviduct and the uterus, associated with a
loss of uterotubal junction, a phenotype also present in Hoxa-10
mutant mice. Ma and collaborators have demonstrated that ex-
pression of Hoxa9, Hoxa10and Hoxa11is repressed by DESinthe
mouse developing reproductive ducts following foetal or neonatal
exposure to DES (Ma et al. 1998). This repression of Hoxa genes
provides a putative explanation to the teratogenic effects of DES on
the developing FRT. Other features of DES exposure, i.e. vaginal
adenosis, abnormal urethral openings in the vagina and failure of
distal MD to form a common cervical canal, correlate with those of
the Hoxa-13 mutant mice. In order to further correlate DES expo-
sure and Hoxa genes expression, Block and collaborators, have
treated mice with DES from days 9 to 16 of gestation (Block et al.
2000). Using in situ hybridization experiments, they revealed a
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posterior shift of Hoxa9and Hoxa 10expression in the reproductive
tract of female offspring. A similar decrease was observed in the
Hoxa11 anterior expression domain. In this study, the authors
suggested that the DES-induced homeotic transformations of the
reproductive tract could correspond to the uterine morphological
changes seen in up to 70% of the women exposed in uteroto DES
(“T-shaped” uterus). In fact, the decrease of Hoxa10 and Hoxa11
expression and the increase of Hoxa9 expression may cause the
uterus to develop in the tissue normally fated by Hoxa9 i.e. the
oviduct. The T-shape of the uterus in DES-exposed women, may
then stand for a transformation into an oviduct-like structure (Block
et al. 2000).

In addition to these studies on Hox genes, other investigations
have shown that DES is acting through multiple gene pathways to
cause structural changes in the FRT. For instance, DES in utero
exposure leads to adown-regulation of the Wnt7ageneinthe foetal
uterus up to birth; normal regulation of the gene is only restored 5
days after birth (Miller et al. 1998a). Interestingly, prenatally DES-
exposed mice and Wnt7a’- mutants show similar deformity of the
FRT. One hypothesis to explain this, would be that the DES-
induced transient down-regulation of Wnt7a during a critical win-
dow of time, is sufficient to account for the DES syndrome. During
the down-regulation of the Wht7a gene, the female reproductive
tract would lose the competency to respond appropriately to
surrounding signals. This hypothesis is consistent with grafting
experiments showing that vaginal and uterine epithelia are respon-
sive to stromal induction when grafting is performed between P3 to
P5. Itis noteworthy that epithelia are no more responsive when the
experiment is performed at later stages (Cunha 1976b).

The expression of the developmental gene Msx2has also been
described to be altered in the female reproductive tract following
foetal exposure to DES. Indeed, Msx2 is involved in vaginal
epithelial differentiation and is required for Tgf-B2 and -3 expres-
sion in the reproductive tract (Yin et al. 2006). In mice, after
exposure to DES, the level of Msx2transcripts is significantly lower
than physiological level in the developing uterus (Huang et al.
2005) and in vaginal epithelium (Yin et al. 2006). Moreover, amuch
more severe DES-induced vaginal phenotype is observedin Msx2-
/- mutant mice exposed to DES, suggesting an important role for
this gene during the estrogen-dependent growth of Mdllerian
derivatives and therefore in the protection of adverse effects of
DES (Yin et al. 2006). However this protective mechanism remains
unknown.

Many developmental genes involved in organogenesis of the
FRT have been shown to be deregulated following in utero or
neonatal exposure to the pharmacological endocrine disruptor
DES. In spite of this, the mechanism by which these deregulations
would be transmitted through generations is completely unclear.
Indeed, no alteration of genomic DNA methylation pattern has
been described yet under this condition. In particular, no variation
in the methylation pattern of Hoxa10 and Hoxa11 promoters was
observed in the mouse uterus after neonatal DES exposure (Li et
al.2001a). This transmission of phenotypic traits without alteration
of methylation marks on DES-regulated genes is thus extremely
puzzling and needs to be clarified.

DES and epigenetics
During more than 30 years, DES was heavily prescribed to
pregnant women to prevent miscarriages and other pregnancy
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problems. Much later, correlation between this chemical com-
pound and reproductive dysfunctions was uncovered. Epidemio-
logic studies revealed that structural uterine, cervical or vaginal
abnormalities may be as high as 33% in women with in utero
exposure and that overall pregnancy outcomes in DES-exposed
women were worse than those in unexposed women (Kaufman et
al. 2000). Moreover, a small cell ovarian carcinoma was found in
a 15 year old girl whose maternal grand mother was treated by
DES during her pregnancy (Blatt et al. 2003).

This observation was later established in the mouse, in experi-
ments aiming at understanding genetic and epigenetic mecha-
nisms involved in both adverse and transgenerational effects of
DES exposure. Overall outcomes showed that foetal exposure to
DES led to poor reproductive outcome and to gynaecologic
tumours later on. Furthermore, it appeared that the adverse
effects of DES, such as tumour susceptibility, could be transmit-
ted to subsequent generation (s) of both males and females. More
precisely, experiments dealt with mice exposed to DES during
various stages of gestation and with F1 and F2 females mated to
unexposed males. It first appeared that F2 females’ fertility was
not affected unlike F1’s. However F2 mice showed a high fre-
quency of tumours, about similar to that assessed in F1 (Walker
and Haven 1997). This study was further corroborated although
F2 females exhibited a tumour incidence (including uterine ad-
enocarcinoma) higher than controls but lower than F1 mice
(Newbold et al. 1998).

The transmission of specific lesions of the female reproductive
tract, such as uterine adenocarcinoma, to subsequent
generation(s) seems to be difficult to explain without evoking
epigenetic mechanisms. While no epigenetic modification was
detected on key developmental genes such as Hoxa genes (Li et
al. 2001b), modifications of DNA methylation have been reported
for other genes following exposure to DES (Newbold et al., 1997;
Tang etal.,2008). For example the estrogen-responsive lactoferrin
gene seems to be up-regulated in the mouse uterus, after neona-
tal exposure to DES; this abnormal expression persists laterin life
(Nelson et al. 1994) and may be attributed to an abnormal
demethylation in the lactoferrin gene promoter, which seems to
occurr specifically in response to neonatal DES exposure (Li et al.
1997). Moreover, this demethylation state is continuously main-
tained in uterine tumours of DES-exposed mice, suggesting that
neonatal DES treatment may not only induce tumour formation
but also gene-specific demethylation, through a common cellular
process, such as alterations of the expression of DNA
methyltransferases and methylation of genomic DNA (Li et al.
1997; Sato et al. 2009). Subsequent work demonstrated that
other developmental genes, up-regulated after exposure to DES,
also exhibit modified methylation patterns. As such, the proto-
oncogene c-fosis one of the early and persistently induced genes
in uterine epithelium of mice exposed to oestrogen stimulation
(Loose-Mitchell et al. 1988). Moreover this gene is known to play
an important role in uterine epithelial proliferation and in uterine
tumorigenesis. As a matter of fact, the yield of unmethylated
CpGs in the exon-4 of this gene, is higher in neonatally DES-
exposed mice than in untreated controls (Li et al. 2003). Although,
the consequences of the hypomethylation level of these two
genes remain unclear, it has been proposed that methylation
pattern of genomic DNA can be transmitted to subsequent gen-
eration (s) (Holliday 1990). The fact that F2 mice, which were not

directly exposed to DES, develop uterine adenocarcinoma would
thus be explained by the transmission of modified methylation
pattern of genes involved in cell homeosis such as the proto-
oncogene c-fos. In addition, we previously mentioned, that
genistein was a compound presenting an oestrogenic activity,
and able to induce formation of multioocyte follicles on DES-
treated neonates (Jefferson et al. 2002). Interestingly, a comple-
mentary study showed that F2 female mice also present multioocyte
follicles although they were not formerly exposed to genistein
(Jefferson et al. 2007).

The transmission of epigenetic pattern has been difficult to
accept for many scientists until recently. Indeed, for several
years, it was thought that methylation prints were removed from
DNA as it was packaged into germ cells, wiping the epigenetic
state clean for next generation. The whole literature on DES, as
well as other studies performed by Cropley and collaborators,
strengthen the relevance of a transmission of the epigenome
through following generations (Cropley et al. 2006). Indeed, these
authors showed that feeding pregnant A%/a mice with methyl
donorintheir diet not only shifted the coat colours of their offspring
towards the brown end of the spectrum (Wolff et al. 1998), but also
affected the next generation in the same way, showing that the
grandmother’s diet can affects the epigenetic state of her grand-
children (Cropley et al. 2006) through a stable modification of the
germline epigenetic state (Cropley et al. 2007).

Conclusion

The venue of epigenetic research has allowed scientists to
interpret some inexplicable malformative pathologies or environ-
mental induced diseases such as cancers or allergies. Indeed,
epigenetics could explain not only the discordances observed
between monozygous twins but also phenomena such as incom-
plete penetrance, variable expression, sporadic cases and pro-
vide a novel viewpoint for understanding normal and aberrant
development. The study of epigenetic mechanisms involved in
such normal and pathologic processes constitutes thus a new
exciting approach of investigation. In addition, considering that
most epigenetic alterations are reversible both in vitroand in vivo,
it suggests that a new therapy targeting complexes that catalyse
epigenetic modifications could be found in the future.
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Partie 1

Etude du role de la voie Wnt au cours du développement normal
du tractus génital chez la souris

I. Voies Wnt et développement du tractus génital
A) Les voies de signalisation Wnt

Au cours du développement embryonnaire, la spécification et 1’arrangement correct
des types cellulaires nouvellement générés lors de la différenciation tissulaire requicrent une
régulation coordonnée de 1’expression des genes effecteurs et des interactions précises entre
cellules voisines. Plusieurs voies de signalisation participent de facon coopérative a cette
orchestration finement controlée, par 1’activation de programmes génétiques distincts et
spécifiques d’un type cellulaire ou d’un stade développemental. A I’instar des voies TGF3
(Transforming Growth Factor B), FGF (Fibroblast Growth Factor), Hedgehog ou encore
Notch, la signalisation par les facteurs Wnt (Wingless-type MMTYV Integration Site Family)
joue un rdéle fondamental dans ces processus développementaux (Clevers, 2006). Ce
mécanisme moléculaire, conservé chez tous les Métazoaires, permet a des cellules voisines de
« converser » entre elles et de coordonner ainsi une grande diversité de processus cellulaires :
détermination cellulaire, contrdle de la balance prolifération/différenciation et de 1’équilibre
survie/apoptose, régulation de ’adhésion cellulaire et de la migration lors d’événements
morphogénétiques (Logan and Nusse, 2004). Egalement impliquée dans [’auto-
renouvellement et 1’homéostasie de certains tissus chez 1’adulte, la signalisation Wnt est
associée, en cas de dérégulation, a 1’apparition de nombreuses affections humaines comme
des cancers ou des malformations congénitales (Moon ef al., 2004).

Les protéines de la famille Wnt, au nombre de 19 chez les Mammiferes, sont des
glycoprotéines sécrétées agissant de maniere locale, le plus souvent par liaison a des co-
récepteurs membranaires des familles Frizzled (Fz) et LRP (Low density lipoprotein
Receptor-related Protein) présents a la surface des cellules cibles. Ces signaux Wnt
extracellulaires sont capables d’activer plusieurs cascades de transduction de signaux
intracellulaires :

- la voie dite « canonique », la plus étudiée, régulant 1’activité transcriptionnelle de génes
cibles via la B-caténine,
- des voies «non-canoniques », i.e. indépendantes de la [B-caténine, incluant la voie

Wnt/PCP (Planar Cell Polarity) et la voie Wnt/Ca™".
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LRP

répression transcriptionnelle activation transcriptionnelle

Figure 4. La voie Wnt canonique ou Wnt/B-caténine. A) En absence de signal
What, la B-caténine est associée a un complexe multiprotéique de destruction
composé de 1’axine, I’APC et des sérine-thréonine kinases CK1 et GSK30/p. Ces
derni¢éres phosphorylent la [-caténine, laquelle est alors reconnue par un
complexe d’ubiquitinylation dédié comprenant [B-TrCP. La [-caténine
ubiquitinylée est ensuite rapidement dégradée par le protéasome. Dans le noyau,
I’interaction des facteurs Tcf/Lef avec des co-répresseurs transcriptionnels,
notamment Groucho (Grg), inhibe la transcription des genes cibles de la voie
Wnt. B) La liaison du ligand Wnt au complexe de co-récepteurs
Frizzled(Fz)/LRP induit la phosphorylation de LRP et le recrutement de 1’axine a
la membrane cytoplasmique probablement via 1’activation de Dsh. L’inhibition
du complexe de destruction Axine-APC-GSK3 entraine 1’accumulation
cytosolique de B-caténine libre et sa translocation au niveau nucléaire. Dans le
noyau, la B-caténine déplace Grg pour promouvoir, en partenariat avec les
facteurs Tcf/Lef, la transcription des génes cibles de la voie Wnt. ME, Milieu
Extracellulaire ; Cyt, Cytoplasme ; Noy, Noyau.
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Cette subdivision de la signalisation Wnt en voies canonique et non-canoniques
indépendamment activées, de plus en plus remise en cause, laisse la place & une conception
plus réaliste d’une intrication extréme de ces voies de signalisation dont le fonctionnement en
réseau implique une intégration a tous les niveaux de multiples signaux (van Amerongen and
Nusse, 2009).

Par nécessité¢ de simplification, les voies de signalisation Wnt dépendant ou non de
I’activité transcriptionnelle de la B-caténine seront néanmoins présentées de manicre séparée
dans les chapitres suivants afin d’en introduire les acteurs majeurs, avec une attention

particuliére portée a la voie « canonique ».

1) La voie Wnt canonique

La voie Wnt canonique est définie par sa capacité a réguler I’expression de genes
cibles de fagon dépendante de la B-caténine, acteur central de cette voie de signalisation.
Initialement identifiée en tant que lien moléculaire entre les cadhérines et le cytosquelette
(Ozawa et al., 1989), plusieurs études ont depuis montré qu’il existe un pool cytoplasmique
de P-caténine dont la concentration, la localisation et I’activité sont modulées par 1’état

d’activation de la voie Wnt.

1-1) La B-caténine, un co-activateur transcriptionnel

En absence de signal Wnt extracellulaire (Figure 4), la B-caténine cytoplasmique est
recrutée au sein d’un complexe de destruction assemblé autour d’une protéine d’échafaudage,
I’axine (Axis inhibition protein) (Behrens et al., 1998; Fagotto et al., 1999). Ce complexe
comprend, outre I’axine, le suppresseur de tumeur APC (Adematous Polyposis Coli) ainsi que
les sérine-thréonine kinases GSK3 (Glycogen synthase-3) et CK1 (Casein Kinase-1). Ces
deux derniéres phosphorylent séquentiellement la B-caténine a son extrémité N-terminale sur
des résidus sérine et thréonine trés conservés, induisant sa reconnaissance par la protéine [3-
TrCP (B-Transducin repeat Containing Protein), 1’'un des composants d’un complexe E3
ubiquitine-ligase dédié¢. L’ubiquitinylation de la B-caténine par ce complexe provoque sa
dégradation rapide par le protéasome (Aberle et al., 1997), assurant le maintien d’une
concentration basse de P-caténine cytosolique. L’interaction d’un ligand Wnt avec les
domaines extracellulaires des co-récepteurs Fz et LRP-5/6 initie la cascade de signalisation

dont 1'une des étapes est I’inhibition du complexe de destruction de la [-caténine. Ce
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mécanisme, assez mal caractéris€é au niveau moléculaire mais faisant vraisemblablement
intervenir la protéine Dishevelled (Dvl) (Wallingford and Habas, 2005), a pour conséquence
une hypophosphorylation de la B-caténine, laquelle échappe ainsi au systéme de dégradation
du protéasome et s’accumule sous forme stable dans le cytoplasme, favorisant sa translocation
dans le noyau. La B-caténine nucléaire interagit alors avec les facteurs de la famille Tcf/Lef
(T-cell-specific transcription factor/Lymphoid enhancer binding factor) pour réguler la
transcription de genes cibles (Behrens ef al., 1996; Brunner et al., 1997).

Les protéines Tct/Lef appartiennent a la superfamille de facteurs de transcription a boite
HMG (High-mobility Group), un domaine de liaison a ’ADN leur conférant une certaine
spécificité de liaison au motif WRE (Wnt-response Element). Ces protéines ne sont pas des
facteurs de transcription a proprement parler puisqu’ils ont besoin d’interagir avec d’autres
co-facteurs pour réguler la transcription de geénes cibles. En absence de signal Wnt, leur
association avec des co-répresseurs transcriptionnels, dont CtBP (Brannon et al., 1999),
Groucho/TLE1 et des histones déacétylases (Roose et al., 1998; Chen et al., 1999), inhibe la
transcription de génes cibles vraisemblablement par modification de la structure
chromatinienne locale. La liaison de la B-caténine a I’extrémité N-terminale des facteurs
Tct/Lef déplace physiquement la protéine Groucho/TLE1 (Daniels and Weis, 2005) et
favorise 1’assemblage d’un complexe multimérique comprenant notamment [ histone
acétyltransférase CBP/p300 (Takemaru and Moon, 2000) et un membre du complexe
SWI/SNF, Brgl (Barker et al., 2001), tous deux impliqués dans le remodelage de la
chromatine. De nombreux autres partenaires nucléaires du complexe bipartite Tcf/Lef-3-
caténine sont nécessaires a 1’activation transcriptionnelle des génes cibles de la voie Wnt
(Mosimann ef al., 2009).

Une multitude de geénes cibles, i.e. présentant des sites fonctionnels de liaison aux facteurs
Tct/Lef, ont été identifiés. Ces genes sont impliqués dans presque tous les aspects de la
physiologie cellulaire : cycle cellulaire, adhésion, transduction de signal (dont la voie Wnt),
différenciation... Une liste tres complete et régulierement mise a jour est disponible sur le site

http://www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html élaboré par R. Nusse, compilant les

avancées majeures sur la voie Wnt.

1-2) La B-caténine et les jonctions adhérentes

Outre son rble de co-activateur transcriptionnel, la B-caténine a également une

fonction structurale dans les cellules épithéliales en tant que composant des jonctions
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adhérentes, et constitue un partenaire essentiel de différentes cadhérines dont elle fixe le
domaine cytoplasmique (Peifer ez al., 1992). A I’inverse du pool cytoplasmique de -caténine
disponible pour médier la transduction du signal Wnt, le pool lié aux jonctions adhérentes
apparait tres stable. Une interconnexion des fonctions d’adhésion et de signalisation de la 3-
caténine, encore hypothétique (Nelson and Nusse, 2004), constituerait un excellent moyen de
coupler la régulation de I’expression des génes avec les modifications d’interactions cellule-

cellule et/ou les processus de migration cellulaire.

2) Les voies non-canoniques

En parallele de la voie Wnt canonique, les voies non-canoniques font référence a des
cascades de transduction de signaux dans lesquelles les ligands Wnt et/ou d’autres
composants de la voie canonique interviennent de maniére indépendante de la B-caténine
(Veeman et al., 2003). Ces cascades de transduction, qui agissent dans le cadre de
mécanismes morphogénétiques, n’impliquent pas de régulation transcriptionnelle directe mais
induisent plutdt des modifications a I’échelle cellulaire : réarrangements du cytosquelette,

controle de la migration des cellules, mise en place de la polarité cellulaire au sein des tissus...

2-1) La voie Wnt/PCP

Voie non-canonique la mieux caractérisée, la voie Wnt/PCP est requise pour
I’établissement de la polarité cellulaire au sein des tissus embryonnaires. Cette voie a été
initialement identifiée chez la drosophile ou elle régule, parmi d’autres événements
morphogénétiques, la polarisation des cellules lors de 1’établissement de la polarité planaire
dans la cuticule adulte (pour revue (Strutt, 2003)). Chez les Vertébrés, elle s’est notamment
révélée essentielle aux mouvements de convergence-extension, un phénomene par lequel
I’intercalation de cellules du mésoderme axial permet 1’allongement de 1’axe antéro-postérieur
lors de la gastrulation (Keller, 2002).

Ce processus, grace auquel des cellules épithéliales s’orientent relativement au plan du
champ cellulaire (i.e. de 1’épithélium) ou elles résident, est actuellement 1’objet de
nombreuses investigations dont les conclusions sont pour le moment difficiles a réconcilier au

sein d’un modéle moléculaire unique (Lawrence et al., 2008).
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Culture organotypique
de mésonéphros ¢
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1

Analyse différentielle
des ARN polyA*

Figure 5. Protocole expérimental mis en ceuvre pour I’étude des ARN messagers
(ARNm) différentiellement exprimés sous I’action de ’AMH. Des mésonéphros de
souris femelles sont mis en culture au stade 13,5 jpc (jours post-coitum), i.e. au stade
sexuellement indifférencié, puis soumis ou non a I’action de I’AMH recombinante
(AMHTr). Apres culture pendant 1,5, 3 ou 5 jours, les ARN totaux sont extraits et sont
utilisés pour une analyse différentielle par DDRT-PCR.
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2-2) La voie Wnt/Ca®"

La voie non-canonique Wnt/Ca>" a été définie par la propension de certains ligands
Wnat & stimuler le relargage intracellulaire d’ions Ca”" et I’activation subséquente des kinases
CamKII et PKC (Kuhl et al., 2000).

A I’image de la voie Wnt/PCP, cette cascade de signalisation qui semble indépendante de
la B-caténine, est également impliquée dans le développement embryonnaire et est considérée
comme une voie régulatrice majeure de 1’organisation précoce chez I’embryon. La voie
Whnt/Ca®" est notamment cruciale pour la mise en place correcte des axes embryonnaires via

I’inhibition de la voie Wnt canonique (Weidinger and Moon, 2003).

B) Développement du tractus génital : implication d’un nouvel acteur de la voie Wnt ?

Comme le souligne la revue bibliographique précédente, le développement
sexuellement dimorphique chez les Mammiferes repose sur une cascade génétique complexe
dans laquelle les génes Wnt et d’autres composants régulateurs de cette voie de signalisation,
dont la B-caténine elle-méme, ont une importance fondamentale. Toutes les étapes de ce
processus développemental sont concernées : formation des canaux de Wolff et de Miiller,
mise en place et différenciation des gonades, régression des canaux miillériens sous 1’action
de I’AMH, différenciation des voies génitales internes... De la méme facon, le
développement normal des organes génitaux externes et des glandes mammaires dépend, au
moins partiellement, de la voie de signalisation Wnt (Yamaguchi et al., 1999; Brisken et al.,

2000).

1) Caractérisation d’un effecteur terminal de la voie Wnt/B-caténine par un test in vitro de
régression des canaux de Miiller

Au sein de notre équipe, 1’étude du role de la voie Wnt au cours du développement du
tractus génital est fondée sur les résultats d’une expérience « historique », menée par mon
directeur de recherches Daniel Guerrier et Soazik Jamin alors en thése, cherchant a
caractériser d’un point de vue moléculaire le mode d’action de I’AMH.

Cette expérience s’appuie sur la mise au point d’un modele in vitro de régression des
canaux miillériens. Le protocole expérimental utilisé consiste en 1’établissement de cultures
organotypiques de mésonéphros de souris femelles au stade sexuellement indifférencié
(Figure 5). Apres différents temps de culture en présence ou non d’AMH recombinante

(AMHr), les ARN totaux sont extraits puis analysés par la technique de DDRT-PCR
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Figure 6. Révélation auto-radiographique aprés migration en gel de
polyacrylamide des produits de DDRT-PCR. Les deux films ci-dessus correspondent
a deux expériences de DDRT-PCR identiques et indépendantes. Une analyse de
I’ensemble des bandes différentielles en fonction des conditions de culture a notamment
permis d’observer de manicre reproductible ’apparition d’une bande apres 1,5 jour
(1,5]j.) de culture en présence d’AMH recombinante (fleche rouge, pistes 5). Apres
¢lution et sous-clonage, le séquencage de ce fragment d’ADNc a montré qu’il
correspond a un ARNm alternatif du géne m7cf7/2. RT, Réverse-Transcriptase.
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(Differential Display Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) (Liang and Pardee,
1992) afin de détecter des genes différentiellement exprimés sous I’action de I’AMH. Cette
technique, visant a comparer les ARNm de deux populations cellulaires distinctes, repose sur
une premicre étape de transcription inverse a 1’aide d’amorces oligo(dT) suivie d’une
amplification par PCR des ADN complémentaires (ADNc) synthétisés. Les amorces
oligonucléotidiques utilisées pour cette PCR sont congues de telle fagon qu’elles permettent
I’amplification d’une fraction représentative de la population d’ADNc. Les profils de
migration des produits de PCR en gel de polyacrylamide sont ensuite comparés entre
conditions expérimentales. Apres une étude analytique exhaustive des bandes différentielles
obtenues, les résultats issus de deux expériences indépendantes de DDRT-PCR ont révélé la
présence d’'un ADNc correspondant a un ARNm spécifiquement induit sous ’action de
I’AMH apres 1,5 jour de culture (Figure 6). Le séquengage du produit de PCR sous-cloné
correspondant a permis de constater qu’il s’agissait d’un transcrit alternatif du gene m7cf7/2
(anciennement dénommé 7cf4). Cette expression différentielle sous [’action de I’AMH
suggere un role des produits de ce gene soit au cours de la régression des canaux de Miiller,
soit dans les mécanismes trés précoces de masculinisation gonadique, deux processus
observés dans le cadre du freemartinisme, une pathologie principalement rencontrée chez les
bovins lors de grossesses gémellaires hétérosexuées (Vigier et al., 1984; Vigier et al., 1987).
Ces données, non publi€es, constituent le point de départ de notre ¢tude du rdle de
mTcf712 au cours du développement sexuellement dimorphique du tractus génital interne chez
la souris. Nos premiéres investigations ont consisté a étudier dans le détail la structure du

gene mTcf712 ainsi que les produits de ce géne dans les bases de données disponibles.

2) mTcf712, un membre de la famille Tcf/Lef

Le géne mTcf712 appartient a la famille de génes 7cf/Lef encodant les partenaires
nucléaires de la B-caténine, impliqués dans la régulation transcriptionnelle des genes-cibles de
la voie Wnt canonique. Chez les Vertébrés, la famille TCF/LEF comprend, outre TCF7L2,
trois autres membres : TCF7, TCF7L1 et LEF1. Comme introduit au chapitre précédent (Cf.
chapitre I-A-1-1), les facteurs Tcf/Lef sont les médiateurs terminaux de la voie Wnt/B-
caténine, agissant au niveau nucléaire par le recrutement de la B-caténine et de ses co-
activateurs transcriptionnels sur les éléments de réponse WRE. Chacun des genes de cette

petite famille encodent plusieurs isoformes protéiques par le biais d’événements d’épissage
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Figure 7. Diversité structurale des protéines Tcf/Lef générée par épissage alternatif et
usage de promoteurs alternatifs. Quatre domaines conservés entre Vertébrés et Invertébrés
ont été décrits pour les facteurs Tcf/Lef: le domaine N-terminal de liaison a la B-caténine
(BCBD), un domaine central, le domaine HMG de liaison a ’ADN et ’extrémité C-terminale
de taille variable. Le domaine d’interaction avec le co-répresseur transcriptionnel
Groucho/TLE est indiqué en rouge, le signal de localisation nucléaire (NLS) en turquoise. Les
motifs et SxxSS sont impliqués dans la répression transcriptionnelle de la voie Wnt. Les
motifs CRARF et constituent le module C-clamp (Cysteine clamp), un second
domaine de liaison a I’ADN spécifique de certains geénes cibles. Certaines isoformes des
génes Tcf711 (Tcf3) et Tcf712 (Tcf4) comportent des sites de liaison au répresseur
transcriptionnel CtBP. S, site de Sumoylation. D’apres (Hoppler and Kavanagh, 2007).

1 2 3 4 5 6 7 8 alt

| s A s
i e D T
E-:h:h_h:h_l |

Figure 8. La bande différentielle spécifiquement induite sous I’action de ’AMH peut
correspondre a trois ARNm alternatifs de m7cf7I2. Le criblage différentiel par DDRT-
PCR a conduit au séquencage d’un ADNc partiel correspondant a I’extrémité de 1’exon 9 et
au début de I’intron 9 de mTcf7/2 (rectangle en pointillés), une séquence nucléotidique
identifiée dans trois de ses ARNm alternatifs : mTcf712-F, -G et -H. Ces 3 variants d’épissage
ont été également identifiés par Douglas et collaborateurs en 2001 étudiant le développement
de la glande hypophysaire (Douglas et al., 2001).
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alternatif et I’utilisation de promoteurs alternatifs (Figure 7). La caractérisation d’une telle
diversité dans les isoformes protéiques des facteurs Tct/Lef suggeére qu’elle constitue un
moyen de réguler fonctionnellement et de maniere trés précise la voie de signalisation Wnt/3-
caténine, notamment au cours du développement embryonnaire en fonction d’un tissu ou d’un
stade donné, mais également dans les processus pathologiques (Arce et al, 2006).
L’inactivation fonctionnelle du géne mTcf7/2 chez la souris a en particulier montré son role
indispensable dans le maintien des cellules-souches des cryptes intestinales (Korinek ez al.,
1998a) et la régulation de la différenciation oligodendrocytaire (Ye ef al., 2009).

L’ADNc partiel isolé lors du criblage différentiel par DDRT-PCR peut en fait
correspondre a trois ARNm alternatifs de m7cf7]2 (encodant les isoformes protéiques
mTcf712-F, mTcf712-G et mTcf712-H) possédant des caractéristiques communes
particulierement intéressantes. En effet, leur séquence nucléique prédit in silico la synthése de
protéines tronquées dépourvues du domaine HMG de liaison a I’ADN, ainsi que du signal de
localisation nucléaire mais conservant un domaine de liaison a la B-caténine (Figure 8). Ces
isoformes pourraient donc exercer un role de dominants négatifs vis-a-vis des nombreuses
isoformes pleine longueur de ce geéne. Une équipe travaillant sur le développement de la
glande hypophysaire a cloné ces trois ARNm et a confirmé I’hypothése selon laquelle les
isoformes correspondantes sont capables d’inhiber I’activation transcriptionnelle d’un gene
rapporteur sous le controle d’un promoteur possédant des sites de fixation aux facteurs
Tcf/Lef (Douglas ef al., 2001). Cet effet dominant négatif n’est pas la seule fonction attribuée
a ces isoformes tronquées. La méme équipe a également observé qu’elles potentialisent
’activation transcriptionnelle dépendante de la B-caténine de génes dont les promoteurs sont
dépourvus d’éléments de réponse aux facteurs Tcf/Lef, comme les promoteurs des genes o.-
inhibin ou leptin (Kennell et al., 2003). Ces protéines ont donc un réle de modulateur
transcriptionnel dont les propriétés activatrice ou inhibitrice sont dépendantes de la présence

ou non de WRE dans leur promoteur.

La caractérisation par criblage différentiel a partir de cultures organotypiques de
mésonéphros d’'un ADNc encodant ['une de ces isoformes tronquées de mTcf712 surexprimée
sous 1’action de ’AMH nous a conduits a étudier son réle spécifiquement au cours du
développement du tractus reproducteur male et femelle sur le modele murin. Le chapitre

suivant rend compte de 1I’ensemble des expériences menées dans ce premier volet de ma thése.
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I1. Etude du réle de mTcf712 au cours du développement du tractus génital chez la souris

La surexpression d’un ARNm alternatif du gene m7cf712 observée sous I’action de
I’AMH sur des mésonéphros de souris femelles sexuellement indifférenciées, suggere un role
des protéines tronquées correspondantes au cours de la différenciation sexuelle. Cette
surexpression, observée treés rapidement (1,5 jour d’incubation en présence d’AMH) et a
I’aspect trés transitoire, nous a ainsi paru plus vraisemblablement liée a la régression des
canaux miillériens plutoét qu’a un événement trés précoce de 1’effet masculinisant de I’AMH
sur la gonade. L’analyse du profil d’expression de ce gene a toutefois été¢ menée tant sur les
voies génitales internes male et femelle que sur les gonades en cours de différenciation, par
les techniques de RT-PCR et d’hybridation in situ (HIS) sur des tractus urogénitaux isolés

ainsi que par western blot.

A) Matériels et méthodes
1) Matériels biologiques

Dans le cadre de cette étude descriptive, des femelles Swiss CD-1 gestantes sont
sacrifiées par dislocation cervicale, et les embryons prélevés a différents stades du
développement (de 11,5 jpc a 18,5 jpc) afin d’en isoler les tractus reproducteurs par
microdissection sous loupe binoculaire. Des nouveau-nés sont également sacrifiés le jour de
la naissance (0 jpp, jour post-partum) et a 8 jpp. Les différents tissus prélevés sont alors
plongés dans ’azote liquide puis stockés a -80°C pour la préparation d’extraits d’ARN totaux
ou de protéines totales, ou traités selon le protocole décrit ci-aprés pour les expériences
d’HIS. Outre les ébauches embryonnaires des voies génitales internes male et femelle isolées
du stade 11,5 jpc au stade 8 jpp, leurs gonades sont également prélevées a partir de 13,5 jours
de gestation (i.e. lorsqu’il devient techniquement possible de les discerner et de les isoler
proprement du mésonéphros en différenciation) jusqu’au stade 16,5 jpc. Un morceau de queue
de chaque embryon au stade 11,5 ou 12,5 jpc est prélevé en vue de leur sexage par PCR
duplexe, a I’aide de deux couples d’amorces oligonucléotidiques ciblant les génes Smpx (sens,
CACAAACCTCCTGAATGCCC ; antisens, TTGACCAAAAGACCGTGGG) et Sry
(sens, CAGTCTTGCCTGTATGTGATGG ; antisens, AAGCCTTACAGAAGCCGAAAA).

Etant donné le lien existant entre le développement des voies urinaires et génitales, des
reins ont également été a prélevés différents stades. D’autres tissus (foie, intestin, bourgeons

de membres) ont également servi a 1’étude.
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2) Inhibition du Nonsense-Mediated Decay (NMD) et extraction des ARN totaux

Nous avons, dans une expérience préliminaire, recherché parmi les lignées cellulaires
disponibles au laboratoire, une ou plusieurs d'entre elles synthétisant la forme F, G ou H de
Tct712, et identifié les cellules de carcinome embryonnaire P19 comme un modele adéquat.
Celles-ci ont été ensemencées a raison de 3.10° cellules par boite de 100 mm de diamétre en
milieu DMEM supplémenté par 10 % de sérum de veau feetal. Aprés 24 heures de culture en
étuve a 37°C + 5 % CO,, les inhibiteurs généraux de la traduction, cycloheximide ou
puromycine, sont ajoutés au milieu de culture a une concentration finale de 50 pg/mL,
inhibant le systtme du NMD qui dépend de la syntheése protéique (Carter et al., 1995). Apres
5 heures d’incubation en présence de ces inhibiteurs, les cellules sont collectées puis stockées
a -80°C jusqu’a utilisation.

Les ARN totaux sont extraits de ces cellules a ’aide du kit NucleoSpin® RNA 1II selon les
recommandations du fournisseur (Macherey-Nagel). L’intégrité des ARN totaux isolés est
vérifiée par électrophorese dans un gel d’agarose a 1 % en présence de BET (Bromure
d’EThydium) puis dosés par mesure de DO (Densité Optique) a une longueur d’ondes

A=260 nm.

3) Protocoles de réverse-transcription

Deux protocoles de réverse-transcription ont été mis en ceuvre au cours de cette étude,
I’un a I’aide d’amorces spécifiques de mTcf712, I’autre utilisant des amorces aléatoires.

Pour I’étape de réverse-transcription « généralisée », une quantité¢ de 1 ug d’ARN totaux
est mise en présence d’amorces aléatoires hexanucléotidiques (Promega) a une concentration
finale de 10 uM dans un volume final de 10 pL. Aprés dénaturation 5 minutes a 95°C, le
mélange est incubé sur glace pendant 5 minutes, suivi d’une centrifugation a 13000 g pendant
5 minutes a +4°C. Cette solution est ensuite incubée pendant 1 h a 37°C en présence de
2,5 mM de chaque dANTP (dATP, dCTP, dGTP et dTTP), de 0,1 M de DTT (Dithiothréitol),
de 1,5 unité (U) d’inhibiteur de ribonucléases (RNasin®, Promega), de 200 U de transcriptase
inverse M-MLV® (Promega) et de sa solution tampon. Pour chaque réaction de synthése
d’ADNCc a partir d’un échantillon d’ARN total, une réaction dans les mémes conditions est
réalisée en absence de transcriptase inverse et a valeur de contrdle négatif pour la réaction de
PCR (RT-).

Les conditions réactionnelles de la réverse-transcription spécifique sont identiques a

I’exception des amorces oligonucléotidiques utilisées. En effet, les amorces
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hexanucléotidiques aléatoires sont remplacées par des amorces congues de fagon a ce qu’elles
s’hybrident spécifiquement sur les ARNm de m7cf7/2 (Tableau 1). La concentration de ces
amorces spécifiques est de 50 nM dans le volume final réactionnel afin de permettre une

réverse-transcription efficace mais d’éviter tout artefact d’amplification lors de la PCR.

Tableau 1. Séquences nucléotidiques des amorces de réverse-transcription spécifiques
du géne mTcf712.

Séquence (5’-3’) des amorces Région ciblée

Intron 9
CCTGGGTGGCCTGACGCTG (50 pb en aval de 'exon 9)

AGAGGACAACAGAGGAACGATGAT Intron 9
(534 pb en aval de I’exon 9)

TCGCTTTCAACCTCTGGATACGCA Intron 9
(1,7 kb en aval de I’exon 9)

CAGCTCGTAGTATTTTGCCTGTTC Exon 12

Quatre amorces oligonucléotidiques de réverse-transcription spécifique ont été congues
pour cette analyse. Trois d’entre elles s’hybrident au sein de ’intron 9 de m7c¢f712, dans des
régions de plus en plus distantes de I’extrémité 3’ de 1’exon 9. La détection des ADNc

synthétisés est faite par PCR classique.

4) Protocoles de PCR

Les amplifications par PCR classique sont réalisées selon le protocole suivant : les
ADNCc synthétisés sont amplifiés en présence de 200 nM de chaque amorce (sens et antisens),
de 100 nM de chaque dNTP et de 2,5 U de GoTaq® DNA polymérase (Promega) dans le
tampon de réaction adéquat. La réaction débute par une dénaturation initiale de 3 minutes a
95°C. Ensuite, 35 cycles de PCR [dénaturation 30 sec a 95°C, hybridation 30 sec a 62°C,
¢longation 2 min a 72°C] sont réalisés. Enfin, une étape d’¢élongation terminale a 72°C
pendant 10 minutes permet d'achever toutes les élongations initiées. Les produits de PCR sont
analysés par électrophorese sur gel d’agarose 1,5 % en TBE 1 X en présence de BET apres
une migration de 25 min a 100 V.

La PCR quantitative (PCRq) en temps réel est réalisée a 1’aide du kit « Power SYBR®
Green PCR Master Mix » selon les recommandations du fournisseur (Applied Biosystems).
Chaque réaction de PCRq est effectuée en triplicatas sur des dilutions au 50°™ des ADNc. Les

amorces nucléotidiques servant a 1’amplification ont été concues de facon a quantifier
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indépendamment ou non les ARNm encodant les isoformes de mTcf712 pleine longueur ou
tronquées de la boite HMG. Un couple d’amorces pour le géne HPRTI, utilisé en tant que
standard interne d’amplification, a ¢galement été déterminé (sens,
GCTGGTGAAAAGGACCTCTCG ; antisens, GTCAAGGGCATATCCAACAACAAAC).
L’abondance relative des ARNm de m7Tcf72 est normalisée par rapport a ce standard interne
via la méthode du 274",

Les séquences des amorces de PCR classique ou de PCR quantitative utilisées pour

I’amplification spécifique des différents ARNm du gene m7Tcf7I2 sont consignées dans le

tableau ci-apres.

Tableau 2. Séquences nucléotidiques des amorces de PCR spécifiques du géne mTcf712.

. s s Région de
Séquence (5’-3’) des amorces mTe fg712 ciblée
ACTCACGCCTCTCATCACGTACAG (S) exon 7
PCR GGCCTCACAAGAAGTCACAGCGACTC (AS) exon 9
CCCTCTCTGCTTCATTCACTCTC (S) intron 9
ATGGCTGCACTCTCTTTCAATGT (AS) exon 11
TCCTCGCTGGTCAATGAATC (S) exon 1
CCCTTAAAGAGCCCTCCATC (AS) exon 3
PCRq AGGTCAGCCTGTGTACCCAATC (S) exon 9
AGGGAACCTAGAGGACAGAAAGC (AS) exon 10
CACGACAGGAGGATTCAGACAC (S) exon 9
CTAGAGGGCCTCACAAGAAGTCA (AS) intron 9

5) Hybridation in situ sur organes isolés
5-1) Préparation des organes isolés pour I’HIS

Apres microdissection des tractus urogénitaux d’embryons au stade 12,5 jpc jusqu’a la
naissance, les organes sont fixés 4 heures a +4°C sous agitation douce dans une solution de
paraformaldéhyde 4 % en PBS 1X. Ils sont ensuite rincés par 2 bains d’1 heure en PBT
(PBS-Tween 0,1 %) puis déshydratés par des bains successifs de 30 minutes en PBT-
méthanol 25 %, 50 % et 75 % a température ambiante. Les organes fixés et déshydratés sont

alors stockés a -20°C dans du méthanol 100 % jusqu’a utilisation.
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Figure 9. Carte du vecteur de clonage et de transcription pSPT18 utilisé pour la
synthése des ribosondes. Les ADNc d’intérét sont insé€rés dans le vecteur pSPT18
entre les sites de restriction HindIIl et EcoRI du site multiple de clonage (fleches
bleues). La transcription est effectuée par les ARN polymérases T7 ou SP6 permettant
la synthese respectivement des ribosondes sens et antisens.
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5-2) Synthese des ribosondes

L’hybridation in sifu a été réalisée sur des tractus urogénitaux de souris males et
femelles a 1’aide de ribosondes froides synthétisées grace au kit DIG RNA Labeling Kit
SP6/T7 (Roche). Le vecteur de clonage et de transcription pSPT18 de ce kit a été digéré par
les enzymes de restriction HindIIl et EcoRI avant ligation avec les ADNc d’intérét
(Figure 9). Ces ADNc sont obtenus par RT-PCR a partir d’ARN totaux extraits de tractus
génital femelle au stade 11,5 jpc, a I’aide d’amorces oligonucléotidiques dont les séquences
figurent dans le tableau suivant.

Tableau 3. Oligonucléotides utilisés pour P’amplification et le clonage des ADNc
d’intérét en vue de la synthése des ribosondes.

Séquences des amorces sens (S) Taille de Région de
Ribosonde q . I’amplicon mTcf712
et antisens (A) R
(pb) ciblée
CAGTCGAATTCGGAAAGGGATTTAGCCGATG (s)
BCBD GCATGAAGCTTCGATCCGTTGGGGAGGTAG (a) 272 exons 1-2-3
Ex9Int9 CAGTCGAATTCAGACACCCCTACCCCACAG (s) 319 exon 9
GCATGAAGCTTGCCTTCTTAACTTGTGACTCTATG (A) intron 9
Int9 CAGTCGAATTCTTGTGGTAATGGGGTGACAG (s) 084 intron 9
GCATGAAGCTTCATGTGGGCACGTATGATCT (a)

(BCBD, Beta-Catenin Binding Domain ; Ex, Exon ; Int, Intron)

Les produits d’amplification obtenus par PCR a 1’aide de ces amorces oligonucléotidiques
contenant les sites de restriction HindIIl (en vert) et EcoRI (en rouge) sont alors digérés par
ces deux enzymes puis sous-clonés dans le vecteur pSPT18 préalablement digéré. La
séquence en bleu dans les amorces de PCR permet d’assurer une digestion enzymatique
efficace. Apres sélection des plasmides recombinants, la synthése des ribosondes proprement
dite est effectuée a partir de 1 ug de plasmide linéarisé, selon les recommandations du
fournisseur (Roche). La transcription in vitro par I’ ARN polymérase T7 a partir des plasmides
digérés par HindIIl permet la synthése des ribosondes sens. A I’inverse, la transcription via
I’ARN polymérase SP6 des plasmides digérés par EcoRI fournit les ribosondes antisens. Les
ribosondes synthétisées, marquées par la digoxygénine permettant leur détection
immunologique, sont visualisées aprés une migration €lectrophorétique en gel d’agarose puis
dosées a A=260 nm. Apres précipitation, les ribosondes sont reprises dans un volume adéquat

de tampon d’hybridation et stockées a -80°C.

5-3) Protocole expérimental d’HIS

Les tractus urogénitaux initialement conservés dans le méthanol 100% sont réhydratés
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par des bains successifs de 5 min a +4°C en PBT contenant des concentrations décroissantes
de méthanol (75 %, 50 % et 25 %), suivis par 4 lavages de 5 min dans du PBT a +4°C. Ils
sont ensuite perméabilisés par un traitement a la protéinase K (4,5 ug/mL) dans du PBT
pendant une durée fonction de la taille des pieces de dissection. A température ambiante,
apres 4 lavages de 5 min dans du PBT, ils sont placés dans une solution fixatrice pendant
15 min puis rincés 3 fois dans du PBT pendant 5 min. Ils sont ensuite lavés 3 min dans une
solution de PBT contenant 50 % de solution d’hybridation puis 3 min dans 100 % de solution
d’hybridation. Une étape de préhybridation est alors effectuée par incubation des tractus dans
900 pL de solution d’hybridation pendant 3 h a 65°C. Pour I’étape d’hybridation proprement
dite, les organes isolés sont incubés dans 1 mL de solution d’hybridation contenant
200 ng/mL de ribosonde sens ou antisens pendant 12 heures a 65°C.

Apres hybridation, les tractus urogénitaux sont lavés dans 800 pL de solution
d'hybridation préchauffée (5 min, 65°C). Un volume de 400 pL de 2X SSC (0,3 M NaCl ;
0,03 M citrate de sodium) pH 7 est ensuite ajouté a trois reprises (5 min, 65°C). Ils sont alors
lavés dans 2 bains d’une solution de 2X SSC pH 7 / 0,1 % CHAPS (1h, 65°C) puis dans
4 bains de tampon acide maléique (2 fois 10 min a température ambiante suivis de 2 fois 30
min a 65°C) et enfin dans 2 bains de 10 min de PBS suivis de 2 bains de 5 min de PBT a
température ambiante. Ils sont finalement incubés dans le tampon de ’anticorps pendant 2 h a
+4°C sous agitation douce puis dans le méme tampon contenant I’anticorps anti-digoxigénine-
AP (Roche) dilué au 1/5000°™ pendant 12 h a +4°C sous agitation douce.

A I’issue de I’incubation, les tractus urogénitaux sont lavés a température ambiante 5 fois
45 min dans du PBT contenant 0,1 % de BSA. Le lavage se poursuit dans les mémes
conditions par 2 bains de 30 min de PBT puis par 2 bains de 10 min en tampon de révélation.
La révélation est obtenue par incubation a température ambiante ou a 37°C dans une solution
de BM-Purple (Roche), le substrat de la phosphatase alcaline couplée a I’anticorps. La durée
de révélation est a adapter selon la température et la sonde utilisée. La réaction de coloration
est arrétée par 5 lavages successifs de 5 min dans du PBT contenant 1 mM d’EDTA. IlIs sont
ensuite placés dans une solution fixatrice pendant 3 h puis rincés 3 fois dans du PBT pendant
5 min. Enfin, ils sont déshydratés grace a des bains successifs de 5 min de PBT contenant des
concentrations croissantes de méthanol (25 %, 50 %, 75 %) suivis de 2 bains de méthanol
100 % a température ambiante. Ils peuvent alors étre conservés a -20°C dans le méthanol
100 %.

La composition de I’ensemble des solutions utilisées pour ces expériences figure dans le

tableau de la page suivante.
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Tableau 4. Composition des solutions utilisées pour I’hybridation in situ sur organes
isolés.

PBS (pH 7,4) 20X SSC (pH 7)
NaCl 150 mM | NaCl 3M
KC1 2,7mM | Citrate trisodium dihydrate 0,3 M
KH,PO, I,5mM |HCI1M gsp pH 7
Na,HPO,, 2 H,0 10 mM 2X SSC /0,1 % CHAPS
HCI I M gsp pH 7,4 | CHAPS 0,1 %
PBS Tween (PBT) 2X SSC gsp volume désiré
Tween 20 0,1 % Tampon acide maléique
PBS gsp volume désiré | Acide maléique 100 mM
Solution de méthanol NaCl 150 mM
Méthanol 100% 75 % 50 % 25% |HCI1M gsp pH 7,5
qsp qsp qsp
PBT volume volume volume
désiré désiré désiré
Protéinase K - PBS Tween Tampon anticorps
ggtgrgl?;ilf 4,5 pg/mL | Sérum de chévre 10 %
PBT gsp volume désiré | Blocking Reagent 1%
Solution fixatrice Tp acide maléique gsp volume désiré
Paraformaldéhyde 20 % 4 % | Filtrer a 0,45 um sur glace
Glutaraldéhyde 25 % 0,2 % PBT / BSA 0,1 %
PBT gsp volume désiré¢ | BSA 0,10 %
Solution d'hybridation PBT gsp volume désiré
Blocking Reagent lg Tampon de révélation
Formamide 50 mL | Tris HCl pH 9,5 1M
20X SSC pH 7 25mL | NaCl SM
AR Torula (10 mg/mL
dénfu?reé pg:(ll:n(t 20 mii/a 65°C) 10mL ) MgCl, 0,5M
Héparine (50 mg/mL) 200 uL
Tween 20 20 % 500 pL
CHAPS 10 % I mL
EDTA 0,5M 1 mL
H,O gsp 100 mL
Filtrer a 0,45 um

6) Extraction des protéines totales et western blot

Cette étude de I’expression spatio-temporelle des ARNm de mTcf7/2 a été complétée
par des expériences de western blot sur des extraits de protéines totales a partir de différents
tissus embryonnaires. Les anticorps primaires utilisés sont des anticorps monoclonaux
commerciaux (Cell Signaling Technology®) dirigés contre 1’extrémité N-terminale des
protéines mTcf712 (o-TCF4 (C9BY)) ou contre la région C-terminale (o-TCF4 (C48HI11)).
Ces anticorps monoclonaux ont ét¢ produits par immunisation de lapins avec de courts
peptides synthétiques correspondant aux résidus voisinant 1’acide aminé Glu81 (exon 2) pour

I’anticorps C9B9, I’acide aminé Leu330 (exon 11) pour ’anticorps C48H11.
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Les organes microdisséqués et stockés a -80°C sont repris par 50 a 150 uL de tampon
RIPA (Tris-HC1 50 mM pH 7,5 ; NaCl 150 mM ; NP40 1 % ; Déoxycholate de Na 1 %) en
fonction de la taille des organes, tampon additionné d’un mélange d’inhibiteurs de protéases.
Apres broyage a 1’aide d’un appareil de potter, les lysats sont soniqués puis centrifugés
pendant 15 min a +4°C a 13000 g. Les culots et les surnageants obtenus sont récupérés puis
stockés a -80°C. Le dosage des protéines hydrosolubles présentes dans les surnageants est
réalisé grace au kit « Bicinchoninic Acid Protein Assay » (Sigma-Aldrich) selon le protocole
recommandé.

Avant migration électrophorétique dans un gel SDS-PAGE 10,5 %, entre 30 et 50 pug de
protéines totales de chaque échantillon sont repris dans du tampon de Laemmli 2X (Tris-HCl
125 mM pH 6,8 ; SDS 4 % ; Glycérol 20 % ; B-mercaptoéthanol 2 % ; Bleu de bromophénol
0,02 %) et dénaturées pendant 5 min a 95°C avant dépdt sur gel. Un marqueur de poids
moléculaire (Prestained Marker Broad Range P7708S, New England Biolabs) migre en
parallele des échantillons. Apres 2 heures de migration a 110 V, les protéines sont transférées
pendant 1h15 a 90 V sur membrane de nitrocellulose (Millipore) pour le western blot. Les
membranes récupérées sont incubées pendant 1h a température ambiante et sous agitation
dans une solution de blocage PBS-lait 5 % puis 1h30 dans cette méme solution additionnée
des anticorps primaires C9B9 ou C48HI11 dilués au 1000°™. Aprés 5 rincages de 5 min
chacun a température ambiante dans une solution de PBT-Lait 5 %, elles sont incubées 1h30
en présence de I’anticorps secondaire (anti-lapin couplé & la peroxydase) dilué au 200007
dans la méme solution. Enfin, les membranes sont & nouveau rincées par 5 bains de PBT de
5 min chacun puis par 3 bains de PBS de 10 min a température ambiante avant détection

chimioluminescente (ECL™ Plus Western Blotting Detection Reagent, GE Healthcare).
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Figure 10. Les ARNm de mTcf7I2 ne sont pas des substrats du systéme de dégradation
du NMD. La quantification relative des ARNm de m7cf7/2 ne montre aucune accumulation
des transcrits en présence de puromycine ou de cycloheximide, suggérant que les ARNm
encodant les isoformes protéiques pleine longueur ou tronquées (sans domaine de liaison a
I’ADN) ne sont pas sujets au NMD. Ctrl, Contréle; Puro, Puromycine; CHX,
Cycloheximide.
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B) Résultats
1) Etude de la stabilit¢ des ARNm de mTcf7!2

Préalablement a 1’analyse de 1’expression spatio-temporelle du géne m7cf712 au cours
du développement urogénital, les premicres expériences ont consisté a s’assurer de la stabilité
des variants d’épissage de mTcf7/2 décrits auparavant. La séquence des ARNm alternatifs de
mTcf712 isolés lors du crible différentiel par DDRT-PCR montre la présence d’un codon de
terminaison de la traduction immédiatement en aval de ’exon 9 (voir plus bas), prédisant la
synthése de protéines tronquées mais pouvant également provoquer leur dégradation
prématurée via le systtme du Nonsense-Mediated Decay (NMD). En effet, ’apparition au
sein d’ARNm d’un codon stop reconnu comme aberrant par la cellule déclenche la
reconnaissance et la dégradation de ces ARNm par ce mécanisme de surveillance, empéchant
la syntheése de protéines anormales potentiellement déléteres pour la cellule (Behm-Ansmant
etal.,2007).

Bien que des études fonctionnelles sur ces protéines aient déja été rapportées dans la
littérature, aucune n’a jusqu’a présent démontré que ces ARNm alternatifs de mTcf7/2 ont
pour raison d’étre d’encoder des protéines ne conservant que le domaine de liaison a la -
caténine, et non de réprimer la synthése des isoformes pleine longueur de m7cf7/2 par un
mécanisme post- ou co-transcriptionnel impliquant la dégradation de leur ARN par le systéme

du NMD au moment de leur maturation.

Cette expérience d’inhibition pharmacologique du systéme de dégradation du NMD
montre que les niveaux d’expression des deux classes d’ARNm de m7cf7[2 qui nous
intéressent, i.e. encodant les isoformes pleine longueur ou celles dépourvues de boite HMG,
demeurent constants quelles que soient les conditions expérimentales de culture (Figure 10).
Cette observation, indiquant qu’aucun ARNm de ce géne ne semble &tre un substrat de ce
mécanisme de dégradation, nous permet donc d’exclure la possibilité d’un mécanisme de
régulation post- ou co-transcriptionnelle menant a une diminution de la synthése de protéines
pleine longueur par ciblage d’ARN non maturés vers le systtme du NMD. Il est ainsi tres
probable que les ARNm alternatifs de mTcf7/2 identifiés encodent bel et bien des isoformes
conservant un domaine de liaison a la [-caténine mais sans domaine HMG de liaison a
I’ADN. Leur réle de dominant négatif vis-a-vis des formes longues, décrit in vitro, pourrait
alors refléter une réalité biologique et avoir une fonction essentielle dans les processus de

différenciation cellulaire.
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Figure 11. La synthése des isoformes de mTcf712 dépourvues de domaine de liaison a
I’ADN pourrait impliquer un phénoméne de rétention de l’intron 9. La réverse-
transcription a ’aide d’amorces s’hybridant dans I’intron 9 de m7c¢cf712 a permis la détection
par PCR d’ADNCc synthétisé, quelle que soit la distance séparant I’extrémité 3’ de 1’exon 9 de
la région ciblée par ’amorce de réverse-transcription (gel de gauche). Par ailleurs, la réverse-
transcription avec une amorce spécifique de I’exon 12 a également permis d’amplifier un
ADNc comprenant une partie de ’extrémité 3° de I’intron 9 (gel de droite). Ces résultats
indiquent que I’intron 9 pourrait étre retenu dans les ARNm codant pour les formes tronquées
de mTcf712. Par ailleurs, I’expression de ces transcrits semble étre plus faible dans le foie au
stade 14,5 jpc que dans le tractus génital male (TGM) ou femelle (TGF) au méme stade. pA,
poly(A) génomique.
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Par ailleurs, la séquence en nucléotides de la 3’UTR (3’ Untranslated Region) des ARNm
correspondant a ces isoformes F, G et H de mTcf712 présente des caractéristiques propres a la

traduction. La séquence nucléotidique est la suivante :

GGAACCAATCACGACAGGAGGATTCAGACACCCCTACCCCACAGCGCTGACAGTCAACGCAT
CTATGTCTAGth cgctgtgacttcttgtgaggccctctagacagecgtcaggccaccca
gggcctgtggacatgtgcgggtataataatataaaccactgttcattagtctttactcctaa
aaaaaaaaaaa

L’existence en aval de I’exon 9 (en rouge) d’un codon stop () et d’un signal de
polyadénylation (tataaa) proche du motif consensus AATAAA renforce I’hypothése selon
laquelle les transcrits isolés indépendamment par 1’équipe de Douglas (Douglas et al., 2001)
et la notre ne correspondent pas a des ARN pré-messagers partiellement maturés mais sont
bien le résultat d’un événement régulé d’épissage alternatif conduisant a la synthése de

protéines tronquées a leur extrémité C-terminale.

2) Hypothese d’un mécanisme transcriptionnel générant les ARNm alternatifs de m7cf712
encodant les protéines dépourvues de boite HMG

La synthése des isoformes protéiques de mTcf712 tronquées du domaine HMG repose
ainsi sur un processus d’épissage alternatif menant a 1’utilisation d’un codon de terminaison
de la traduction immédiatement en aval de I’extrémité 3° de I’exon 9. Une autre particularité
de la 3’°UTR de ces ARNm est la présence a leur extrémité 3> d’une séquence poly(A).
Curieusement, cette séquence est retrouvée a 1’identique dans la séquence génomique et n’est
donc vraisemblablement pas liée au mécanisme de polyadénylation des ARNm assurant leur
stabilité. La caractérisation initiale de ces ARNm par criblage différentiel et leur sous-clonage
ayant été réalisés a 1’aide d’amorces oligo(dT), il est possible que cette succession d’adénines

ait induit un biais expérimental dans la définition de I’extrémité réelle de cette 3°’UTR.

Afin d’étudier cette possibilité d’une 3’UTR plus longue que celle répertoriée dans les
bases de données, des expériences de RT-PCR ont été mises en ceuvre a 1’aide de différentes
amorces de réverse-transcription spécifiques de I'intron 9 de mTcf712 et s’hybridant a des
distances de plus en plus importantes de I’extrémité 3” de I’exon 9. Ces expériences, réalisées
a partir d’ARN totaux issus de tractus génitaux de souris male et femelle a 14,5 jours de
gestation ainsi que de foie embryonnaire au méme stade de développement, ont
systématiquement permis de détecter les produits de PCR attendus, quelle que soit ’amorce

spécifique utilisée pour la synthése des ADNc (Figure 11). De la méme fagon, la réverse-
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Figure 12. Les régions introniques flanquant I’exon 9 contiennent des éléments de
séquences évolutivement trés conservés entre Vertébrés. L’analyse sur le serveur UCSC
Genome Browser des séquences introniques encadrant I’exon 9 révele un fort degré de
conservation évolutive de certaines régions non codantes immédiatement en amont de
I’exon 9 et au sein de I’intron 9. Leur implication dans les mécanismes de régulations
transcriptionnelles et/ou post-transcriptionnelles de m7cf7/2 reste a démontrer. Int, Intron ;
Ex, Exon.
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transcription effectuée avec une amorce spécifique de I’exon 12, suivie d’une amplification
par PCR a I’aide d’une amorce sens interne a 1’intron 9 et d’une amorce antisens s hybridant
dans I’exon 11, a également permis 1’obtention d’un produit de PCR. Ces deux observations
suggerent que les ARNm encodant les formes tronquées F, G et H de mTcf7/2 sont sujets a un
mécanisme particulier de régulation de 1’épissage alternatif entrainant la rétention de
I’intron 9. Cependant, aucun ADNc correspondant a 'un de ces ARNm et contenant la
séquence entiere de cet intron retenu n’a pu étre cloné a partir d’ARN totaux isolés de tractus
génitaux male ou femelle, ni d’aucun autre tissu. On constate en outre que le niveau
d’expression de ces ARNm alternatifs est plus élevé dans les tractus génitaux male et femelle
en cours de différenciation que dans le foie embryonnaire a stade équivalent (14,5 jpc). Cette
observation renforce I’idée selon laquelle les variants d’épissage du gene m7cf7/2 jouent un
role important au cours du développement embryonnaire, notamment au niveau des voies
génitales internes male et femelle.

Notre hypotheése d’une régulation de 1’épissage alternatif conduisant a la rétention de
I’intron 9 puis a la syntheése d’isoformes de m7cf7/2 dénuées de boite HMG nous a poussé a
étudier dans le détail la séquence de I'intron 9 dans les bases de données disponibles. Une
analyse du geéne m7Icf7/2 sur le serveur UCSC Genome Browser (University of California

Santa Cruz ; http://genome.ucsc.edu/) nous a permis de constater que les régions introniques

encadrant ’exon 9 contiennent des éléments de séquences non codants particulierement
conservés au cours de I’évolution (Figure 12). Au vu de ces résultats, I’existence d’une
relation fonctionnelle entre ces séquences trés conservées et le phénomene de rétention de
I’intron 9 semble possible.

En résumé, cette analyse moléculaire préliminaire portant sur les ARNm de mTcf7/2 tend
a montrer que les ARNm alternatifs identifiés lors du criblage initial, qui ne sont pas des
substrats du systéme de dégradation du NMD, permettraient la synthése de protéines sans
domaine de liaison a I’ADN mais conservant un domaine de liaison a la B-caténine, pouvant
alors exercer un effet dominant négatif vis-a-vis des isoformes pleine longueur de mTcf712
par un mécanisme d’inhibition compétitive. Le mécanisme post- ou co-transcriptionnel
aboutissant a la synthése de ces protéines tronquées pourrait impliquer un phénoméne de
rétention d’intron comprenant des éléments de séquences trés conservés d’un point de vue

évolutif, sans qu’un lien fonctionnel n’ait été encore établi entre ces deux conditions.

Apres ces premicres expériences confirmant 1’existence de variants d’épissage traductibles

du géne mTcf712 encodant des protéines tronquées susceptibles de rompre 1’interaction entre
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la B-caténine et les isoformes pourvues de boite HMG, nous avons cherché a identifier, par
RT-PCR puis séquencage, quels ARNm sont exprimés au sein de différents tissus du tractus
urogénital de souris a différents stades du développement. Leur profil d’expression spatio-
temporel a ensuite €té établi au cours du développement sexuellement dimorphique du tractus

génital murin, d’abord par PCR quantitative puis par hybridation in situ sur organes isol¢s.

3) Détermination du profil d’expression spatio-temporel de mTcf7/2 au cours du
développement du tractus reproducteur male et femelle chez la souris

L’analyse de I’expression du geéne mTcf7/2 au sein de différents tissus embryonnaires
et a différents stades de I’embryogenese a d’abord été réalisée par RT-PCR classique au cours
du développement des voies génitales internes male et femelle ainsi qu’au cours de la
différenciation gonadique. Son expression dans le rein a également été explorée du stade 13,5
au stade 18,5 jpc, étant donné ses rapports étroits avec le tractus reproducteur au cours du

développement.

3-1) Etablissement du profil d’expression de m7cf7/2 par RT-PCR et RT-PCRq

L’étude par RT-PCR du niveau d’expression du gene m7cf712 au cours de la mise en
place et de la différenciation de la sphere urogénitale chez la souris a été réalisée sur des
extraits d’ARN totaux réverse-transcrits a 1’aide d’amorces spécifiques. La PCR est effectuée
avec des oligonucléotides permettant de discriminer les ADNc correspondant aux formes de
mTcf712 dépourvues de boite HMG (mTcf712-Tr), de ceux correspondant aux formes pleine
longueur (mTcf712-PL). Les PCR sont réalisées en duplex, HPRT servant de référence interne
d’amplification.

Avant de réaliser ces profils d’expression, le séquencage des produits de PCR obtenus a
permis de confirmer qu’ils correspondaient bien a des variants d’épissage du gene m7cf7/2.
Ainsi, les ARNm mTcf712-G et -H ont été retrouvés dans le tractus génital male et femelle
aux stade 13,5 et 15,5 jpc ; en revanche, mTcf712-F n’a pu étre cloné a partir des différents
tissus explorés. Pour les isoformes pleine longueur, le séquengage des produits de PCR a
montré que les ADNc majoritairement amplifiés dans ces mémes tissus correspondent bien a
un ARNm de mTcf7]2 encodant le domaine HMG de liaison a I’ADN et dénué¢ de motif
SxxSS modulateur de 1’activation de la voie Wnt (Cf. Figure 7). Un profil exhaustif des
différents ARNm de m7cf7/2 exprimés au cours du développement du tractus urogénital n’a

cependant pas été établi.
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Figure 13. Profils d’expression du géne m7Tcf7I2 au cours du développement du tractus
urogénital de souris obtenus par RT-PCR. A) Schéma des régions amplifiées par PCR
permettant de distinguer les ADNc encodant les protéines pleine longueur de mTcf7/2
(mTcf712-PL) de ceux codant pour les isoformes sans boite HMG (mTcf712-Tr). B) La
quantification des ARNm mTcf712-PL semble montrer une expression relativement constante
au cours du développement et de la différenciation des voies génitales internes dans les deux
sexes, alors que les formes mTcf712-Tr voient leur expression diminuer jusqu’a étre presque
indétectable a 16,5 jpc. Aucune expression sexuellement dimorphique n’est constatée. C) La
méme expérience menée au cours de la différenciation des gonades réveéle une expression
stable des 2 classes de transcrits et ne montre pas non plus de différence notable entre male et
femelle. D) Les formes mTcf712-PL et -Tr sont également détectées dans le rein
embryonnaire.
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Les résultats obtenus par cette premicre approche montrent que les ARNm mTcf712-PL
sont exprimés au cours de la différenciation des ébauches embryonnaires du tractus génital,
tant chez les embryons males que femelles (Figure 13). L’expression de cette classe d’ARNm
semble par ailleurs peu dynamique, son niveau apparaissant relativement constant entre
11,5 jpc et 16,5 jpc. En ce qui concerne les ARN mTcf712-Tr encodant les formes tronquées
de mTcf712, ils sont également détectés des le stade 11,5 jpc mais leur expression semble
décroitre rapidement lors du processus de différenciation des voies génitales internes, quel
que soit le sexe. D une fagon similaire, la quantification de ces deux classes d’ARNm dans les
gonades male et femelle entre les stades 13,5 et 16,5 jpc montre un niveau d’expression
apparemment stable au cours de la différenciation gonadique précoce, sans distinction de
sexe. Enfin, nous avons pu constater que les ARNm mTcf712-PL et mTcf712-Tr sont aussi
exprimés dans le rein a différents stades embryonnaires et a niveau sensiblement constant.

Aucun dimorphisme sexuel n’a donc pu étre observé dans la dynamique ou le niveau
d’expression des ARNm codant pour les formes pleine longueur ou tronquées de m7cf712, ni
au cours de la différenciation du tractus génital interne ni au cours de la différenciation

gonadique précoce.

Etant donné le caractére peu quantitatif de la RT-PCR, et afin de gagner en précision dans
la quantification relative de ces différents variants d’épissage lors du développement du
tractus reproducteur, leur profil d’expression a été établi par RT-PCR quantitative dans le
tractus génital du stade 11,5 jpc au stade 8 jpp, ainsi que dans les gonades du stade 13,5 au
stade 16,5 jpc. Les oligonucléotides utilisés pour I’amplification, congus de maniere a
quantifier indépendamment les ARNm mTcf712-PL et mTcf712-Tr, sont ceux utilisés dans
I’expérience précédente d’inhibition du NMD. Un couple d’amorces oligonucléotidiques
visant les exons 1 et 3 de mTcf712, i.e. ciblant le domaine d’interaction avec la B-caténine, a
également été utilisé pour apprécier le niveau de transcription générale de ce geéne via la

quantification de I’ensemble de ses ARNm.

Comme précédemment, I’abondance relative des différents ARNm ciblés est normalisée

-AACT
2

par la méthode du par rapport 2 HPRT considéré invariant.
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Figure 14. Quantification par RT-PCRq du niveau d’expression des différentes classes
d’ARNm de mTcf712 dans le tractus reproducteur en différenciation. A) L’amplification
de I’ensemble des transcrits de m7cf7/2 a ’aide d’un couple d’amorces ciblant les exons 1
et 3 montre une diminution globale de leur expression dans le tractus génital male (TGM) et
femelle (TGF), du stade 11,5 jpc jusqu’a 8 jours aprés la naissance, sans qu’aucun
dimorphisme sexuel ne soit constaté. B) L’expression des ARNm mTcf712-PL est également
décroissante dans les deux sexes, le niveau d’expression semblant 1égeérement supérieur chez
la femelle jusqu’au stade 16,5 jpc. C) La quantification spécifique des ARNm encodant les
isoformes de mTcf712 sans boite HMG ne révele pas non plus d’expression sexuellement
dimorphique lors du développement et de la différenciation du tractus génital. En revanche,
leur expression semble diminuer plus tardivement que les ARNm codant pour les formes
pleine longueur, et ce, dans les deux sexes. D) Finalement, la quantification de tous les
ARNm de mTcf712 dans les gonades male et femelle montre une hausse de leur expression
uniquement dans 1’ovaire en cours de différenciation.
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La description du profil d’expression du géne m7cf712 par RT-PCRq sur tout ou partie de
ses ARNm nous a permis d’observer que les deux classes d’ARNm mTcf712-PL et -Tr
définies auparavant voient leur expression diminuer au cours de la différenciation des voies
génitales internes males et femelles, jusqu’a atteindre un minimum a la naissance (Figure 14).
Cette diminution apparait sensiblement plus tardive pour les ARNm codant pour les isoformes
dépourvues de boite HMG, leur expression demeurant stable jusqu’a 14,5 jpc dans les deux
sexes. On note par ailleurs un niveau d’expression des ARNm mTcf712-PL visiblement
supérieur dans le tractus génital femelle que dans le tractus génital male, entre les stades 11,5
et 15,5 jpc.

A Dinstar des résultats précédents de RT-PCR, aucune expression sexuellement
dimorphique n’a pu étre constatée au cours de la mise en place et de la différenciation du
tractus génital. En revanche, la quantification de 1’ensemble des transcrits de m7cf7/2 sur les
testicules et les ovaires du stade 13,5 a 16,5 jpc montre une augmentation du taux de
transcription de ce géne uniquement lors de la différenciation ovarienne précoce, suggérant un
role de mTcf712 dans le développement gonadique femelle. Des expériences de RT-PCRq
complémentaires (non présentées) ont montré que cette augmentation de I’expression de
mTcf712 dans les gonades femelles concerne les deux classes d’ARNm de ce géne.

L’analyse de I’ensemble des données de PCRq nous a également permis de constater que
le niveau d’expression globale des ARNm codant pour les protéines pleine longueur de
mTcf712 est supérieur a celui des ARNm encodant les isoformes dépourvues de boite HMG,
quels que soient le stade, le tissu ou le sexe étudiés. Etant donné leur profil d’expression
respectif, il est possible qu’un équilibre précisément régulé existe, en termes d’abondance,
entre formes longues et courtes de mTcf712, régulant dans un sens ou dans ’autre la

transcription de geénes cibles dans les cellules qui les co-expriment.

L’ensemble de ces observations sur la dynamique d’expression de mTcf7I2 au cours du
développement du tractus reproducteur n’a pas permis de décrire d’expression dimorphique
entre male et femelle lors du développement des voies génitales internes. Seules les gonades
en différenciation sont ainsi apparues comme le si¢ge d’une expression divergente en fonction
du sexe. Cette observation est difficilement conciliable avec notre hypothése initiale d’un rdle
des formes tronquées de mTcf712 dans le mécanisme de régression des canaux miillériens,
puisque aucun pic d’expression des ARNm correspondants n’a été constaté dans le tractus
génital male entre les stades 13,5 et 15,5 jpc (fenétre temporelle de régression des canaux de

Miiller chez la souris). Hormis une amplification artefactuelle, peu probable, au cours du
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DDRT-PCR (faux-positif), cette apparente contradiction avec les résultats issus du criblage
différentiel peut s’expliquer par la différence des systemes ¢tudiés dans ces deux expériences :
male vs femelle en RT-PCRq, femelle soumis ou non a I’action de ’AMH en DDRT-PCR. En
effet, ’observation initiale d’un ARNm alternatif de mTcf7[2 surexprimé en culture
organotypique de mésonéphros femelle expos¢é a I’AMH correspond a une situation
particuliere ou les canaux de Wolff ainsi que les canaux de Miiller régressent. Cette
expression différentielle pourrait donc étre la conséquence de cette « double régression »
simultanée des ¢bauches embryonnaires des tractus male et femelle, suggérant qu’il existe in
vivo un mécanisme moléculaire minimum commun a la régression de ces deux types de
canaux, et auquel participent les isoformes tronquées de mTcf712. Cette hypothese est
cependant assez improbable, étant admis que 1’absence d’androgenes est suffisante pour que
les canaux de Wolff dégénerent. Une seconde explication voudrait que la détection de cet
ARNm différentiellement exprimé sous 1’action de ’AMH soit lide a un effet de cette
hormone sur les gonades, présentes dans la culture organotypique de mésonéphros et non au
processus de régression des canaux de Miiller. Cet aspect sera abordé plus amplement dans la

partie Discussion concluant cette partie.

Apres cette étude quantitative de I’expression temporelle du géne m7cf7/2 au cours de la
mise en place et de la différenciation des systemes génitaux male et femelle, la caractérisation
de son profil d’expression a été complétée par des expériences d hybridation in situ sur des

tractus urogénitaux de souris prélevés a différents stades du développement.

62



Ribosonde BCBD

Figure 15. Validation de la ribosonde BCBD par HIS sur embryons entiers. Cette
premiere analyse par HIS a I’aide de la sonde BCBD montre un marquage spécifique des
bourgeons de membres inférieurs et supérieurs aux stades 10,5 et 11,5 jours de gestation (A,
C). A 12,5 jpc, les territoires présomptifs des futurs doigts sont également spécifiquement
marqués (E). La spécificité de ces signaux est confirmée par 1’absence de marquage des
embryons hybridés avec la ribosonde sens (B, D, F). AS, sonde AntiSens ; S, sonde Sens.
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3-2) Caractérisation du profil d’expression spatio-temporel de m7cf712 par HIS sur
tractus urogénitaux isolés

Afin d’obtenir des informations sur les territoires d’expression de m7cf7/2 au sein du
tractus urogénital en développement, des expériences d’HIS sur organes isolés ont ét¢ menées
a ’aide de différentes ribosondes marquées par la digoxygénine (Cf. chapitre II-A-5-2) :
«BCBD » (B-Catenin-Binding Domain) couvrant les trois premiers exons de mTcf712,
« Ex9Int9 » ciblant I’exon 9 et le début de la 3’'UTR des ARNm encodant les isoformes
dénuées de domaine d’interaction avec I’ADN, et « Int9 » s’hybridant au milieu de 1’intron 9

supposé retenu.

Avant D’exploration de la distribution spatiale des ARNm de mTcf7/2 au cours du
développement urogénital, une premicre expérience d’HIS a été réalisée sur des embryons
entiers, prélevés entre 10,5 et 12,5 jours de gestation, et hybridés avec chacune des trois
ribosondes d’intérét. Comme le montre la figure ci-contre (Figure 15), un marquage
spécifique des bourgeons de membres aux stades 10,5 et 11,5 jpc, ainsi que des futurs doigts
au stade 12,5 jpc, est observé apres hybridation avec la sonde BCBD. Le marquage visible au
niveau de la téte ne semble pas significatif, la coloration observée comparable entre les
ribosondes sens et antisens reflétant leur fixation de maniere aspécifique sur les embryons.
Aucune des ribosondes Ex9Int9 et Int9 n’ont, quant a elles, permis la détection d’un
marquage spécifique sur ces embryons (données non présentées).

Ces résultats préliminaires confirment des observations antérieures rapportant 1’expression
de mTcf712 dans les bourgeons de membres (Cho and Dressler, 1998) et nous permettent, par
conséquent, d’attester de la spécificité de la ribosonde BCBD antisens vis-a-vis des ARNm de

mTcf712.

Apres cette étape préalable de validation, la description des régions d’expression du géne
mTcf712 lors de la mise en place et de la différenciation du tractus urogénital male et femelle a
été réalisée du stade 12,5 jpc jusqu’a 1 jour aprés la naissance. Les séries de photos qui
suivent présentent les résultats expérimentaux obtenus au cours de cette étude, la premicre
planche correspondant aux HIS sur tractus urogénitaux femelles (Figure 16a), la seconde a

leur équivalent chez le male (Figure 16b).
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Figure 16a. Profil d’expression spatial et temporel de m7cf712 dans le tractus urogénital
femelle en développement par HIS. Légende page ci-contre.
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Chez la femelle, I’exploration du profil d’expression spatio-temporel du géne m7cf7/2 au
cours du développement urogénital (Figure 16a) nous a permis d’observer, a 1’aide de la
sonde BCBD, un marquage de I’ensemble des structures mésonéphrotiques aux stades 12,5 et
13,5 jpc, indiquant une expression généralisée de ce gene lors de la mise en place des
systemes urinaires et génitaux. Le stade 13,5 jpc est également I’unique stade auquel un signal
spécifique a pu étre obtenu avec la sonde antisens Int9 (ciblant le milieu de I’intron 9 de
mTcf712), correspondant vraisemblablement aux cellules du mésenchyme mésonéphrotique.
Ce marquage, qui n’a pas pu étre confirmé avec la sonde Ex9Int9, reste cependant sujet a
caution. Deés 14,5 jours de gestation, les canaux paramésonéphrotiques en début de
différenciation deviennent le sieége de l’expression de m7cf7/2, celle-ci ne concernant
approximativement que la moiti¢ postérieure des canaux de Miiller. Détectable aux stades
embryonnaires 15,5, 16,5 et 17,5 jpc, cette expression tres localisée intéresse visiblement les
cellules lumino-épithéliales des canaux miillériens, une observation confirmée par 1’analyse
microscopique de coupes de tractus génital femelle marqué au stade 1 jpp. A ce stade
postnatal, une frontiere tres précise d’expression du gene m7Tcf7/2 sépare les oviductes des
cornes utérines, suggérant un rdle spécifique des produits de ce gene dans les processus de

différenciation des voies génitales internes femelles selon I’axe antéro-postérieur.

Figure 16a. Profil d’expression spatial et temporel de mTcf7I2 dans le tractus urogénital
femelle en développement par HIS. Ces expériences de HIS ont été réalisées sur des tractus
urogénitaux femelles du stade 12,5 jpc (el12,5) au stade postnatal 1 jpp (pl) a ’aide des
ribosondes BCBD sens (A, B, D, E, F, G, H) ou antisens (A’, B>, D’, E’, F’, G’, H’), et Int9
sens (C) ou antisens (C’). Toutes les photos, hormis G’’ et H”’, correspondent a des vues
ventrales. L’analyse des territoires d’expression du géne m7cf7/2 a 1’aide de la ribosonde
BCBD montre un marquage de I’ensemble du tractus urogénital a 12,5 (A’) et 13,5 jpc (B’).
Seul ce dernier stade a permis la détection d’un signal spécifique avec la sonde antisens Int9
(Int9a), principalement localisé dans le mésenchyme mésonéphrotique mais a priori exclu des
gonades (C’). On constate que les canaux de Miiller expriment mTcf7/2 des 14,5 jpc (fleche
noire, D’) et que cette expression tres régionalisée reste détectable aux stades 15,5, 16,5 et
17,5 jpc (fleches noires, E’, F°, G’ respectivement) et perdure au moins jusqu’a la naissance
(fleche noire, H’). L’encart G”* est un agrandissement du tractus urogénital en vue dorsale
révélant un marquage des cellules épithéliales miillériennes. Des coupes de tractus génital
marqué au stade 1 jpp (H’) confirment cette expression dans les cellules de 1’épithélium
luminal des canaux de Miiller (H*”). A ce stade, une frontiére trés nette d’expression est
observée entre les cornes utérines et les oviductes (H’”’). Par ailleurs, I’expression de m7Tcf712
au niveau gonadique ne parait significative qu’aux stades 16,5 et 17,5 jpc (pointes de fleches
noires, F’ et G’ respectivement), 1’absence de marquage ovarien au stade 1 jpp indiquant une
expression tres transitoire du géne. Finalement, mTcf7/2 semble exprimé dans le rein en cours
de différenciation (F’, G’) bien qu’un marquage aspécifique avec la ribosonde sens BCBD
soit détecté (F, G). Les glandes surrénales et la vessie sont les seules structures du tractus
urogénital n’exhibant aucun marquage, quel que soit le stade développemental considéré. e,
embryonic ; p, postnatal.
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Figure 16b. Profil d’expression spatial et temporel de mTcf712 dans le tractus urogénital
maile en développement par HIS. Des tractus urogénitaux males ont été hybridés avec les
sondes BCBD sens (A, B, D, E, F) ou antisens (A’, B’, D’, E’, F), et Int sens (C) ou antisens
(C°), du stade 12,5 jpc (el12,5) jusqu’a 1 jour apres la naissance (pl). Les photos
correspondent a des vues ventrales. Comme précédemment, m7cf7/2 est exprimé dans
I’ensemble du mésonéphros au stade 12,5 jpc (A’). Curieusement, les structures pré-
sertoliennes au stade 13,5 jpc montrent un marquage important avec la ribosonde BCBD en
sens (B) et antisens (B’), ce marquage ¢tant plus léger mais également détectable avec la
ribosonde Int en sens (C) et antisens (C”). Cette observation, reproductible, reste inexpliquée.
mTcf712 apparait ensuite faiblement exprimé dans les testicules aux stades 14,5 et 16,5 jpc (D’
et E’ respectivement) et est indécelable a 1 jpp (F’). Aucun marquage n’est constaté dans les
canaux wolffiens en cours de différenciation (pointe de fléche noire, E’).
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Au niveau des gonades, un marquage significatif est observé aux stades 16,5 et 17,5 jpc
mais n’est plus détectable a la naissance, indiquant que m7cf712 pourrait également jouer un
role lors de la différenciation ovarienne précoce comme le suggéraient déja nos expériences
de RT-PCRq. Concernant le systeme urinaire, les résultats obtenus sont plus ambigus, étant
donné le bruit de fond important révélé par la ribosonde sens BCBD au niveau rénal.
Néanmoins, I’expression de m7cf712 semble significative a partir de 16,5 jours de gestation,
des données de la littérature confirmant son expression rénale aux stades embryonnaires 16,5
et 18,5 jpc (Cho and Dressler, 1998; Korinek et al., 1998b). A noter qu’aucun marquage des
glandes surrénales et de la vessie n’a été détecté aux stades développementaux étudiés.

Cette analyse par HIS du tractus urogénital femelle en développement révele un profil
d’expression spatio-temporel dynamique de mTcf7/2 au niveau des voies génitales internes et
des gonades femelles en cours de différenciation. Cette observation suggere que les produits
de ce gene jouent un double role dans le processus de différenciation du tractus reproducteur
femelle, 'un au cours de la différenciation des canaux de Miiller, 1’autre lors de la

différenciation ovarienne précoce.

Les mémes expériences d'HIS conduites chez le male (Figure 16b) ont confirmé
I’expression de mTcf712 dans I’ensemble des structures mésonéphrotiques au stade 12,5 jpc,
i.e. avant le processus de différenciation sexuelle des voies génitales internes. Au stade
13,5 jpc, un marquage tres inattendu est observé au niveau testiculaire tant avec la sonde
BCBD sens qu’avec la ribosonde antisens et, mais de maniere moins évidente, les sondes Int9
sens et antisens. Malgré la possibilité d’un signal artefactuel, ce marquage vraisemblablement
limité aux structures pré-sertoliennes a été¢ obtenu de fagon reproductible. De plus, aucune
expérience d’HIS a I’aide des mémes ribosondes sur des tractus urogénitaux femelles isolés
au méme stade n’a révélé de marquage similaire au niveau gonadique. Cette observation, qui
reste toutefois a confirmer, n’a pas trouvé d’explication. Aux stades gestationnels 14,5 et
16,5 jpc, ’expression du gene m7Tcf7/2 dans les gonades semble relativement faible mais
significative, sans concerner toutefois de structures testiculaires particulieres. Aucun
marquage spécifique des testicules n’a pu étre détecté apres la naissance.

Concernant les canaux de Wolff, i.e. les ébauches embryonnaires des futures voies
génitales internes males, aucune expression de m7cf7/2 n’y a été observée, quel que soit le
stade de différenciation exploré. Cette constatation d’un profil d’expression différentiel en

fonction du sexe renforce notre hypothese selon laquelle m7cf712 pourrait avoir un role
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spécifique chez les individus femelles, au cours du développement et de la différenciation des
canaux miillériens.

En ce qui concerne le tractus urinaire, malgré un signal aspécifique non négligeable au
stade 16,5 jpc (Fig. 16b-E), les reins embryonnaires semblent bien exprimer mTcf7/2,
confirmant les résultats précédents. Ces expériences d’HIS ont également permis de vérifier
I’absence de tout marquage au sein des glandes surrénales et au niveau de la vessie.

Cette étude par HIS des régions d’expression de m7cf712 au cours du développement du
tractus urogénital male, a I’aide des trois sondes précédemment détaillées a chaque stade
étudié, n’a pas permis d’observer de signal spécifique avec les sondes Int9 et Ex9Int9
(congues pour cibler les ARNm encodant les formes tronquées de mTcf712) au cours du
processus de régression des canaux de Miiller. Excepté un probleme technique lié¢ a la
conception des ribosondes, il est possible que la sensibilité de la technique d’HIS sur organes
isolés mise en ceuvre ne soit pas suffisante pour détecter des ARNm trés peu exprimés ou dont
I’expression est cantonnée a une population restreinte de cellules. Des expériences
complémentaires d’HIS sur coupes histologiques d’embryon male n’ont pas davantage permis
la détection d’un marquage spécifique au niveau des canaux miillériens en régression
(données non présentées).

Cette absence de marquage spécifique constatée au cours de ces expérimentations par HIS
avec les ribosondes Ex9Int9 ou Int9 est une observation difficilement réconciliable avec les
résultats initiaux de DDRT-PCR révélant I’induction par I’AMH de ’expression d’ARNm
alternatifs de m7cf712 encodant des isoformes protéiques dépourvues de domaine HMG. En
effet, aucun des profils d’expression de m7Tcf7I2 observés au cours du développement
urogénital male ou femelle n’a permis de rendre compte d’une surexpression de ces ARNm
alternatifs ni au niveau gonadique ni au niveau des voies génitales internes, dans la fenétre
temporelle adéquate (i.e. entre 13,5 et 15,5 jpc). Le clonage et le séquengage des ARNm
mTcf712-G et -H a partir d’ARN totaux extraits de tractus génitaux male et femelle aux stades
13,5 et 15,5 jpc (Cf. chapitre I1-B-3-1) indiquent qu’ils sont pourtant bel et bien exprimés. Il
est donc possible que leur niveau d’expression soit réellement trop bas pour que leur
localisation au sein de tissus embryonnaires soit appréciable par cette technique d’hybridation
in situ.

De maniére indirecte, cette absence de signal spécifique observée pour les sondes Ex9Int9
et Int9, associée aux résultats obtenus avec la sonde BCBD (notamment au niveau des canaux
miillériens en différenciation), laisse supposer que les ARNm détectés par cette derniére

ribosonde sont ceux encodant les forme pleine longueur de mTcf712.
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Figure 17. Immunodétection des isoformes protéiques de mTcf712 sur protéines totales
extraites de tractus urogénitaux maile et femelle en développement. A) Les anticorps
dirigés contre I’extrémité C-terminale de mTcf712 (o-Tcfl2-C) permettent la détection d’un
doublet dans la majorité des tissus testés : reins aux stades 14,5 et 18,5 jpc (pistes 1 et 2
respectivement), intestin a 18,5 jpc (piste 3), placenta (piste 4), foie aux stades 13,5 et
18,5 jpc (pistes 5 et 6 respectivement). L’analyse des bourgeons de membres au stade 11,5 jpc
(piste 7) révele deux bandes trés majoritaires correspondant au doublet identifié dans les
autres pistes. L’anticorps a-PCNA est utilisé en tant que controle de charge. Des résultats
identiques ont été obtenus avec ’anticorps dirigé contre I’extrémité N-terminale de mTcf712
(0-Tcf712-N). Les poids moléculaire sont exprimés en kDa. B) La méme expérience conduite
sur des extraits protéiques de tractus reproducteur a 1’aide de ’anticorps o-Tcf712-N montre
que I’isoforme majoritaire des bourgeons de membres (BM) est également détectée au niveau
du tractus génital interne male (TGM) ainsi que dans les gonades a tous les stades étudiés,
sans dynamique d’expression particuliere observable (le faible signal de la piste « Gonade-
14,5 » est du a un probléme de dépot). Deux bandes minoritaires sont visibles dans la piste
« BM » (crochet blanc en pointillés) et absentes de toutes les autres. Aucune protéine mTcf712
tronquée au poids moléculaire attendu (environ 30 kDa) n’a pu étre détectée a aucun des
stades explorés. C) La méme expérience conduite au cours du développement du tractus
génital interne et des gonades chez la femelle montre que mTcf7/2 est y également exprimé,
sans variation notable en terme quantitatif. L’isoforme détectée est identique a celle retrouvée
chez le male.
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3-3) Immunodétection des isoformes de mTcf712

Cette ¢tude par détection immunologique des isoformes de mTcf712 a été réalisée sur
des extraits de protéines totales issus de différents tissus embryonnaires, dont les tractus
génitaux male et femelle, a 1’aide d’anticorps dirigés contre I’extrémité N-terminale ou C-
terminale. Des extraits protéiques de bourgeons de membres au stade 11,5 jpc et d’intestin au
stade 18,5 jpc servent ici de contrdles positifs puisque I’expression de m7Tcf712 y a été
rapportée dans la littérature et validée par nos études d’expression au niveau des ARNm.
Cette analyse par western blot démontre bien I’expression des formes pleine longueur de
mTcf712 dans ces organes embryonnaires, permettant la validation de la spécificité des
anticorps dirigés contre 1’extrémité C-terminale de mTcf712 (Figure 17). Selon les données
du fournisseur, les deux bandes trés majoritaires détectées dans les extraits protéiques de
bourgeons de membres (Fig. 17-A) correspondraient a une seule et méme isoforme de
mTcf712, la différence dans les distances de migration s’expliquant par une modification post-
traductionnelle non déterminée a ce jour. Des expériences de surexpression des isoformes
tronquées mTcf712-G et -H en systéme cellulaire nous ont d’ailleurs permis d’observer
qu’elles étaient chacune détectées sous forme de doublets par 1’anticorps dirigé contre la
partie N-terminale (données non présentées). De la méme facon, quatre bandes
¢lectrophorétiques sont détectées avec ce méme anticorps dans les bourgeons de membres
(Fig. 17-B), correspondant vraisemblablement a deux isoformes longues de mTcf712
susceptibles de subir des modifications post-traductionnelles. L’isoforme pleine longueur
majoritairement exprimée dans les bourgeons de membres est retrouvée, a un niveau moindre,
dans les reins embryonnaires comme nos expériences précédentes le suggéraient, et est a
peine détectable dans le foie en développement (Fig. 17-A). Malgré un contrdle de charge
assez variable, le placenta semble également étre un lieu d’expression du gene m7cf712.

Au cours du développement du tractus reproducteur male, mTcf712 est également détecté
sous la forme d’un doublet, identique a celui révélé dans les tissus précédemment étudiés
(Fig. 17-B). Curieusement, son expression au niveau protéique apparait relativement stable au
cours de la différenciation des voies génitales internes ainsi que de la différenciation
gonadique (un probléme technique de dépdt explique le faible signal de la piste « Gonade-
14,5 » du panel B). Des résultats trés similaires sont obtenus chez la femelle, la quantité de
protéines mTcf712 variant peu entre les différents stades développementaux étudiés (Fig. 17-
C). Finalement, aucune bande spécifique n’a été observée aux alentours de 30 kDa, poids

moléculaire théorique des isoformes protéiques tronquées de mTcf712, quel que soit le tissu
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considéré. A I’'image des expériences précédentes d’HIS, il est possible que la sensibilité de
cette technique de détection immunologique ne soit pas suffisante pour mettre en évidence ces
1soformes dépourvues de boite HMG. Ces protéines, dont I’existence n’a été¢ prouvée que par
amplification par PCR de leur ADNc correspondant dans 1’ensemble de cette étude, sont donc
probablement trés peu exprimées au niveau des différents tissus embryonnaires étudiés. Il est
cependant tout a fait concevable que I’expression de ces isoformes tronquées soit limitée a un
petit nombre de cellules engagées dans un processus cellulaire particulier. Des expériences
complémentaires d’immunodétection sur des coupes histologiques de tractus génitaux males
et femelles pourraient permettre d’identifier les types cellulaires exprimant ces protéines

tronquées.

4) Approche fonctionnelle in vivo des isoformes tronquées par transgenese transitoire chez
la souris

Etant donné les résultats initiaux de DDRT-PCR montrant la surexpression d'une
forme tronquée de mTcf712 induite sous l'action de I'AMH, cette premiére approche a consisté
a cibler les cellules exprimant le récepteur de cette hormone, par le biais du promoteur du
gene AMHR?2. Nous avons généré deux constructions hybrides d'ADN comportant I'ADNc
codant pour la forme G (pAMHR2-ORF-G) ou H (pAMHR2-ORF-H) de mTcf712 sous la
dépendance du promoteur AMHR2 (Teixeira et al., 1999; Arango et al., 2008). Ces
constructions ont été injectées dans des ceufs fécondés selon les protocoles classiques de
transgenese.

L’analyse phénotypique du tractus génital a ensuite été¢ réalisée sur 1’ensemble des
animaux (embryons entre 16,5 et 18,5 jpc, ou nouveaux-nés). Les résultats obtenus sont

consignés dans le tableau suivant.

Tableau 5. Bilan de ’analyse phénotypique des embryons surexprimant les isoformes G
et H de mTcf712 sous contréle du promoteur AMHR2.

Transgéne Nombre total Pourcentage d’animaux .
Y .o s L yiz - Phénotype
microinjecté d’animaux étudiés transgéniques
pAMHR2-ORF-G 134 23,5 % Aucun
pAMHR2-ORF-H 171 16,6 % Aucun

La surexpression des formes tronquées G et H par 1’intermédiaire du promoteur du gene
AMHR?2 n’a pas permis d’observer de phénotype génital chez les animaux transgéniques

males ou femelles. Il est possible que ce promoteur n’induise pas de surexpression
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suffisamment forte pour provoquer, comme nous 1’attendions, de phénotype observable au
niveau du tractus génital interne ou des gonades aux stades étudiés. Une stratégie identique de
surexpression de ’AgT du virus SV40 sous controle du promoteur AMHR2 a d’ailleurs
montré que les phénotypes induits (carcinomes ovariens essentiellement, Iéiomyomes utérins
parfois) ne sont observables qu’a partir de la 6™ semaine aprés la naissance (Connolly ez al.,
2003). Nous avons ainsi conservé deux portées de souris transgéniques afin de les étudier a un
stade post-natal plus tardif que ceux explorés précédemment. Leur phénotype n’a pas encore

été examiné a ce jour.

C) Discussion - perspectives

Cette étude descriptive du profil d’expression spatio-temporel de mTcf7/2 lors du
développement du tractus reproducteur interne a pour point de départ la caractérisation, en
systtme de culture organotypique de mésonéphros femelle au stade sexuellement
indifférencié¢, d’un ARNm alternatif de ce geéne surexprimé sous 1’action de ’AMH. Le
séquencage de I’ADNCc sous-cloné correspondant a montré qu’il pouvait se rapporter a I’'une
des trois formes possibles d’ARNm de m7cf7/2 dont les séquences en nucléotides prédisent la
synthese d’isoformes protéiques tronquées du domaine HMG de liaison a ’ADN. Ces ARNm
alternatifs, qui ne sont pas a priori des substrats du systeme de dégradation NMD, semblent
coder pour ces isoformes courtes de mTcf712 via un mécanisme co- ou post-transcriptionnel
de rétention d’intron conduisant a 1’apparition d’un codon de terminaison de la traduction
immédiatement en aval de ’exon 9. L’analyse des séquences introniques encadrant cet exon
révele 1’existence d’éléments non codants évolutivement trés conservés chez les Vertébrés,
suggérant qu’ils constituent des régions régulatrices fonctionnelles. Une étude approfondie de
ces ¢léments hautement conservés entre les génomes de plusieurs vertébrés a d’ailleurs
montré qu’ils étaient significativement associés a la 3’'UTR d’ARNm encodant des protéines
de liaison a I’ADN ou a I’ARN, et qu’ils étaient par ailleurs particulierement enclins a former
des structures secondaires (Siepel ef al., 2005). Bien que leur réle ne soit pas clairement
établi, I’existence d’une relation fonctionnelle entre la présence de tels ¢léments et la
régulation de I’épissage alternatif a été envisagée (Sugnet et al., 2006). Il est ainsi possible
que les régions introniques conservées identifiées en amont et en aval de I’exon 9 de mTcf712
aient une fonction cis-régulatrice dans le mécanisme d’épissage alternatif permettant de

générer ces isoformes protéiques tronquées.

73



D’un point de vue fonctionnel, ces isoformes protéiques, dépourvues de boite HMG et de
NLS mais conservant le domaine de liaison a la B-caténine, sont capables d’inhiber in vitro le
role de co-activateur transcriptionnel des formes pleine longueur vis-a-vis des geénes
comportant dans leur promoteur des sites de fixation aux facteurs Tcf/Lef (Douglas et al.,
2001). Outre cet effet dominant négatif, ces formes tronquées semblent également impliquées
dans la co-activation transcriptionnelle de certains génes dont les promoteurs ne contiennent
pas d’élément de réponse aux facteurs Tcf/Lef (Kennell ez al., 2003). De plus, il a été¢ montré
que leur surexpression en cellules de cancer colorectal induit I’arrét du cycle en phase G1 puis
la différenciation de ces cellules (van de Wetering et al., 2002). Au-dela de ces effets
uniquement nucléaires, il est envisageable que ces isoformes courtes dénuées de NLS
modifient 1’équilibre entre les pools de -caténine nucléaire et cytoplasmique mais aussi celui
lié a la membrane plasmique en dépit de sa relative stabilité. En effet, les domaines
d’interaction de mTcf712 et de I’E-cadhérine au sein de la B-caténine étant chevauchants et
mutuellement exclusifs (Omer et al., 1999), il est envisageable que les formes tronquées de
mTcf712 puissent induire la délocalisation de la B-caténine des jonctions adhérentes et
modifier ainsi les contacts entre cellules. L’identification de leur ARNm correspondant dans
la glande hypophysaire en développement (Douglas ef al., 2001) et en culture organotypique
de mésonéphros femelle soumis a I’AMH suggere que les diverses fonctions possibles de ces

isoformes alternatives sont importantes in vivo au cours de processus de différenciation.

L’exposition a ’AMH d’un tractus reproducteur femelle sexuellement indifférencié est
une situation particuliere, fréquemment rencontrée chez les bovins en cas de grossesses
gémellaires hétérosexudes. Portant le nom de freemartinisme, cette pathologie est liée a la
présence, pendant la période de sensibilit¢ a ’AMH, de structures anatomiques appelées
anastomoses vasculaires et par lesquelles la circulation systémique des deux feetus (de sexe
différent) communique. L’AMH produite par le foetus male peut ainsi atteindre le foetus
femelle via ces anastomoses, provoquant la régression des canaux de Miiller, un processus
pathologique accompagné d’une atrophie ovarienne voire d’une masculinisation gonadique
(Vigier et al., 1984; Vigier et al., 1987). La surexpression d’un ARNm alternatif de m7cf712
induite par I’action de I’AMH sur des mésonéphros femelles au stade sexuellement
indifférencié pourrait donc étre liée au mécanisme de régression des canaux miillériens et/ou a
un effet sur la gonade femelle encore indifférencice, tous deux territoires d’expression du

récepteur AMHR2.
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Afin de tester cette hypothese, 1’étude du profil d’expression spatio-temporel des
différentes classes d’ARNm du gene m7cf712 a été entreprise au cours de la mise en place et
de la différenciation des voies génitales internes et des gonades male et femelle chez la souris.

S’appuyant sur les techniques de RT-PCR classique ou quantitative, nos premicres
expériences ont révélé 1’absence de dimorphisme sexuel dans le niveau d’expression de
mTcf712 au cours du développement du tractus reproducteur, excepté au niveau gonadique ou
le taux de transcription parait augmenter au cours de la différenciation ovarienne précoce.
Cette observation peut étre mise en relation avec les données de la littérature indiquant que la
B-caténine, aux stades trés précoces de la différenciation, constitue un déterminant de la
fonction ovarienne et/ou un suppresseur de la voie de différenciation testiculaire. En effet, il a
été montré que sa stabilisation artificielle dans les gonades males des le stade 11,5 jpc
contrecarre I’effet stimulateur du facteur Sry sur ’expression de Sox9 et induit une inversion
sexuelle gonadique vers un phénotype femelle (Chang ef al., 2008; Maatouk et al., 2008). Le
modele proposé est celui d’un antagonisme moléculaire entre la P-caténine et Sox9,
I’équilibre de cette balance en faveur de I’'un ou I’autre de ces régulateurs transcriptionnels
orientant le sens de différenciation gonadique vers un phénotype méle ou femelle. Il est ainsi
concevable que 1’augmentation du taux d’expression des différentes classes d’ARNm de
mTcfl2 observée dans 1’ovaire en différenciation soit le reflet de I'importance de la voie
Wnt/B-caténine dans ce processus.

Malgré I’absence d’expression sexuellement dimorphique au niveau quantitatif, nous
avons pu observer par hybridation in situ que mTcf712 est exprimé dans les cellules lumino-
¢épithéliales des canaux de Miiller en différenciation uniquement chez la femelle. Cette
expression tres localisée au sein des voies génitales internes femelles s’étend, au stade 1 jpp,
de la partie la plus antérieure des cornes utérines jusqu’a la partie la plus postérieure du vagin
mais est exclue des oviductes. Ce profil d’expression spatial, régionalisé selon I’axe antéro-
postérieur, suggere fortement que les produits du gene m7cf712 exercent une fonction tres
spécifique au cours de la différenciation de 1’épithélium miillérien, probablement par
’activation ou la répression transcriptionnelle de genes cibles de la voie Wnt/B-caténine.
Dans cette hypothése, 1’absence d’expression de m7cf712 dans les oviductes pourrait alors
refléter un processus de différenciation épithéliale distinct de celui engagé au niveau utérin et
cervico-vaginal. A noter que cette frontiere précise d’expression délimite une structure
tubulaire enroulée (les oviductes) d’une structure tubulaire rectiligne (utérus, col, vagin).

Alors que I’expression de Wnt7a par les cellules épithéliales miillériennes est essentielle a cet
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enroulement de la région oviductale (Parr and McMahon, 1998), de méme que I’expression de
la B-caténine par les cellules du mésenchyme péri-miillérien (Deutscher and Hung-Chang
Yao, 2007), la répression transcriptionnelle du géne mTcf7/2 pourrait €tre requise pour le
développement correct des oviductes. Cette caractérisation de 1’expression de m7cf712 au
cours de la différenciation des canaux de Miiller et des gonades suggere ainsi que ce gene
exerce un double role chez la femelle lors du développement sexuellement dimorphique du
tractus reproducteur. Toutefois, aucun phénotype génital flagrant n’a été rapporté dans la
littérature par 1’analyse de souris mch712’/ " (Korinek et al., 1998a; Brinkmeier et al., 2007),
ce qui indique une certaine redondance fonctionnelle entre membres de la famille Tcf/Lef.
Ces souris, dont nous disposons maintenant au laboratoire, seront trés prochainement
analysées d’abord d’un point de vue morphologique, puis histologique afin de détecter un
éventuel phénotype au niveau cellulaire. A moyen terme, il sera également intéressant de
comparer leur transcriptome au niveau génital avec celui de souris sauvages afin d’identifier

des génes candidats spécifiquement régulés par mTcf712.

Chez le male, ’AMH induisant ’accumulation cytoplasmique de [-caténine dans les
cellules du mésenchyme péri-miillérien (Allard et al., 2000), nous avons formulé I’hypothese
que les isoformes tronquées de mTct712 identifiées initialement en culture organotypique
puissent médier cette accumulation de B-caténine dans le cytoplasme, en excluant donc a
prioriun effet gonadique. Par la suite, la description du profil d’expression spatio-temporel de
mTcf712 au cours du développement du tractus génital interne male a montré qu’il n’existe pas
de différences avec la femelle dans les niveaux d’expression des ARNm encodant ces formes
tronquées, ni des ARNm encodant les formes pleine longueur de mTcf7/2. Nos expériences
d’HIS n’ont pas non plus révélé d’expression spécifique de mTcf712 au cours du processus de
régression des canaux de Miiller. Ces observations, qui semblent difficilement conciliables
avec notre hypothese initiale, peuvent cependant trouver plusieurs explications non
exclusives. L’une d’entre elles, évoquée précédemment, voudrait qu’il existe un mécanisme
moléculaire commun a la régression des canaux de Miiller chez le male et des canaux de
Wolff chez la femelle, expliquant qu’aucune expression sexuellement dimorphique n’ait été
observée en terme quantitatif. Cette hypothese est toutefois assez discutable, aucun processus
actif n’ayant été décrit concernant la « régression » des canaux de Wolff, hormis dans leur
partie caudale ou le facteur Msx2 joue un réle pro-apoptotique (Yin et al., 2006). Une

seconde explication pourrait étre liée au systéme organotypique en soi. Il est en effet possible

76



que la régression miillérienne in vitro par exposition a I’AMH se fasse plus rapidement que
dans la situation in vivo et de maniere uniforme tout au long des canaux de Miiller. Dans cette
hypothese, la caractérisation d’'un ARNm alternatif de m7cf7/2 fortement induit par I’AMH
en culture organotypique mais I’absence de détection de cette surexpression in vivo au cours
de la régression miillérienne pourrait provenir de cette différence dans la « cinétique » du
processus de régression. La sensibilité¢ limitée de la technique d’HIS sur organes isolés,
associée aux niveaux manifestement treés faibles d’expression des ARNm codant pour les
formes tronquées de mTcf712 dans les tissus étudiés, expliquerait ainsi qu’aucune
surexpression de ces ARNm n’ait pu étre observée au cours de la régression miillérienne.
Enfin, une troisitme explication consisterait a imputer 1’expression différentielle de cet
ARNm alternatif aux mécanismes moléculaires de masculinisation de la gonade femelle sous
I’effet de I’AMH : atrophie ovarienne, déplétion des cellules germinales, développement de
structures ressemblant aux tubules séminiferes et dans lesquelles des cellules pseudo-
sertoliennes sont retrouvées. Ces processus, qui caractérisent I’ovaire freemartin, n’étaient
donc pas approchables par notre étude in vivo au cours du développement normal des tractus
reproducteurs male et femelle.

Dans nos expériences d’HIS, la détection a I’aide de la sonde Int9 d’un marquage du
mésenchyme mésonéphrotique chez la femelle et des structures pré-sertoliennes chez le male
au stade 13,5 jpc n’a pas pu étre confirmée par la sonde Ex9Int9. Ces observations, qui restent
donc conditionnelles, ne permettent cependant pas de réconcilier les résultats initiaux de
DDRT-PCR avec nos études du profil d’expression des ARNm de m7cf712, au vu de leur
fenétre temporelle respective (13,5 jpc en HIS, 13,5 jpc + 1,5 jour de culture en DDRT-PCR).
De la méme fagon, le signal important révélé a I’aide des ribosondes BCBD sens et antisens
au niveau de ces structures pré-sertoliennes chez le male n’a pas non plus trouvé
d’explication. La reproductibilité de ce marquage gonadique, et son absence constatée au sein
des ovaires au méme stade, semble toutefois exclure tout artefact technique. Afin de
confirmer ou d’infirmer ces marquages inexpliqués, d’autres expériences d’HIS semblent
nécessaires, a 1’aide de nouvelles ribosondes ciblant des régions proches mais distinctes de
celles ciblées par les précédentes.

Finalement, notre étude au niveau protéique a montré que les isoformes pleine longueur
de mTcf712 sont exprimées de facon relativement constante au cours du développement du
tractus reproducteur male et femelle, leur profil d’expression ne présentant aucune
modification importante de leur niveau d’expression entre stades étudiés. De plus, nos essais

d’immunodétection a I’aide d’un anticorps dirigé contre la partie N-terminale de mTcf712

71



n’ont pas permis de révéler in vivo la présence des protéines tronquées, renfor¢ant I’hypothese
selon laquelle ces protéines sont exprimées tres faiblement. D’un point de vue fonctionnel,
I’absence de phénotype 1ié a la surexpression des isoformes courtes G ou H dans les cellules
exprimant le récepteur AMHR2 indique que ces protéines tronquées ne constituent pas des
composants de la signalisation par I’AMH suffisants pour médier son action. Il est cependant
possible qu’elles puissent participer, au niveau nucléaire ou non, aux processus de migration
ou de transition épithélio-mésenchymateuse des cellules de I’épithélium coelomique induits

sous I’action de I’AMH (Zhan et al., 2006).

L’ensemble des observations effectuées dans cette étude du role de m7Tcf7/2 dans le
développement urogénital sont difficilement réconciliables au sein d’un modele unique. La
nature trés hétérogéne des tissus étudiés en termes de types cellulaires est probablement une
raison majeure expliquant ces apparentes discordances. Ainsi, plutdt qu’une analyse globale
de ces tissus moyennant les niveaux d’expression des différentes isoformes de mTcf712, il
apparait maintenant indispensable d’atteindre une résolution suffisamment grande pour
étudier spécifiquement la présence des diverses isoformes de ce géne dans chacun des types
cellulaires présents dans ces tissus en constante évolution. Les travaux d’une équipe cherchant
a caractériser les différents ARNm alternatifs de mTcf7/2 au cours du développement du
cervelet chez la souris ont abouti a la méme conclusion (Nazwar et al., 2009).

Les approches d’immunohistologie et d’hybridation in situ sur coupes constituent des
techniques de choix pour ces études descriptives. En fonction des résultats obtenus, il sera
alors possible d’envisager des expériences fonctionnelles in vivo de surexpression ou
d’inactivation conditionnelle de tout ou partie des différentes isoformes de mTcf712 sous
contrdle de promoteurs spécifiques (s’ils existent) ciblant les types cellulaires d’intérét. Dans
ce cadre, bien qu’aucun phénotype n’ait pu étre décelé aux stades périnataux déja explorés,
nos expériences de transgenese transitoire préfiguraient cette stratégie, essentielle pour
attribuer aux différents produits du géne m7cf7/2 une fonction biologique spécifique au cours

de ces processus développementaux.
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Partie 2

Etude d’une pathologie malformative congénitale
affectant le tractus génital féminin :

le syndrome de Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser
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Figure 18. Développement et différenciation des voies génitales
internes chez la femme. Initialement formés par invagination de
I’épithélium ceelomique de la région antérieure du mésonéphros (1), les
canaux de Miiller (en bleu) fusionnent latéralement dans leur partie
inférieure (2) pour former le canal utéro-vaginal. Les parties antérieures
non fusionnées donneront naissance aux trompes de Fallope (T) et a leur
pavillon. Ce processus de fusion s’effectue dans le sens postéro-antérieur
et s’achéve vers la fin de la 8™ semaine de gestation. La paroi inter-
miillérienne qui résulte de cette fusion latérale se résorbe
progressivement entre la 14" et la 18" semaine (3 et 4), permettant la
formation d’un utérus unique non cloisonné (5). Le vagin est issu de la
fusion verticale du sinus urogénital (en jaune), d’origine endodermique,
avec la partie la plus postérieure des canaux de Miiller (5). Seuls les 2/3
supérieurs du vagin sont ainsi dérivés du mésoderme. A, ovaire ; T,
trompe de Fallope ; B, utérus. D’apres (Ferreira et al., 2007).
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Partie 2

Etude d’une pathologie malformative congénitale
affectant le tractus génital féminin :

le syndrome de Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser (MRKH)

I. Développement du tractus génital interne féminin et anomalies miillériennes

Chez la femme, la différenciation normale des canaux de Miiller en trompes, utérus,
col de I’utérus et partie supérieure du vagin est un processus accompli en trois grandes phases
successives (Figure 18) :

- une premiere phase organogénétique au cours de laquelle les canaux miillériens se mettent
en place suivant une séquence elle-méme divisible en trois étapes : spécification de cellules a
la surface de I’épithélium ccelomique, invagination de celles-ci dans le sens cranio-caudal
puis élongation des canaux de Miiller jusqu’a la partie postérieure du sinus urogénital auquel
ils fusionneront pour donner le 1/3 inférieur du vagin (fusion verticale),

- une phase de fusion latérale mutuelle des canaux de Miiller aboutissant in fine a la formation
de I'utérus, du col et des 2/3 supérieurs du vagin, les extrémités les plus antérieures non
fusionnées donnant naissance aux trompes utérines et a leur(s) pavillon(s),

- une phase de résorption de la cloison médiane (ou inter-miillérienne), structure consécutive a

la fusion préalable des canaux de Miiller.

Les anomalies miillériennes correspondent a un ensemble de malformations utéro-
vaginales congénitales résultant d’un défaut de développement, de fusion ou de résorption des
dérivés miillériens. La classification la plus courante, proposée par 1’American Fertility
Society (AFS) (1988), les range en 7 catégories distinctes, le type de malformations observées
dépendant essentiellement du stade morphogénétique perturbé ou interrompu (Figure 19).
Ainsi, le développement incomplet de I’'un ou des deux conduits paramésonéphrotiques lors
de la phase d’organogenése peut conduire a une agénésie ou une hypoplasie utéro-vaginale
plus ou moins sévere (classe I) ou a la formation d’un utérus unicorne (classe II). A un stade
plus tardif, des défauts de fusion latérale conduiront & un utérus didelphe (classe III) si les
deux canaux de Miiller restent totalement indépendants, ou a un utérus bicorne (classe IV) si
le processus de fusion est partiel. Les classes V (utérus cloisonné) et VI (utérus a fond arqué)
ont pour origine un défaut de résorption de la cloison d’accolement des canaux miillériens, la

classe VI étant souvent considérée comme un variant anatomique naturel. Enfin, la classe VII
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Figure 19. Anomalies développementales des dérivés miillériens et impact sur la
morphologie du tractus génital féminin. Selon 1’age gestationnel de survenue de
’atteinte embryonnaire, donc selon le stade développemental interrompu, on différencie
plusieurs types de malformations utérines. L’absence totale de fusion latérale des
canaux de Miiller aboutit a la formation d’un utérus didelphe compatible avec la
gestation, chaque corne étant un utérus enticrement développé (A). L’utérus bicorne
résulte quant a lui d’une fusion latérale partielle des canaux miillériens (B) et est associé
le plus souvent & un col de ’utérus unique. Des troubles de résorption de la cloison
inter-miillérienne conduisent a un utérus septé (ou cloisonné) total (C) ou partiel selon
I’ampleur du défaut de résorption. D’apres (Ferreira et al., 2007).

Canaux de iy
Muller
Atteinte
T Absence
embryonnaire
précoce

Outbudding from
urogenital sinus
to form distal
vagina

Blind vaginal
pouch

Figure 20. Séquence de Rokitansky. Le syndrome MRKH se
caractérise par 1’absence d’utérus et des 2/3 supérieurs du vagin
associée a une aplasie plus ou moins importante des trompes, chez des
femmes aux caractéres sexuels secondaires normaux dus a la présence
d’ovaires normaux et fonctionnels. L’aplasie utéro-vaginale est
vraisemblablement liée a un arrét précoce de la différenciation des
canaux de Miiller dont la cause est inconnue. D’apres (Jones, 1988).
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regroupe les malformations utéro-vaginales (utérus en forme de T) liées a I’exposition in
utero au diéthylstilbestrol, un analogue cestrogénique au fort pouvoir tératogéne (Kaufman et
al., 1977; Newbold, 2008).

Les anomalies miillériennes ont une incidence moyenne estimée a 4 % dans la population
générale ainsi que chez les femmes fertiles, alors qu’elle est proche de 12 % chez les femmes
sujettes a des avortements spontanés (Grimbizis et al., 2001), les malformations les plus
fréquemment rencontrées ¢tant les utérus cloisonnés (35 %) et bicornes (25 %). Le
développement embryonnaire du tractus génital interne étant intimement lié au
développement du systéme urinaire, les anomalies miillériennes sont retrouvées associées a
des malformations rénales dans 30 % des cas, notamment des agénésies rénales et, dans une
moindre mesure, des hypoplasies rénales ou des reins en fer a cheval (Li ef al., 2000). Les
malformations osseuses sont en fréquence la deuxieme malformation associée aux anomalies
utérines.

L’étiologie des anomalies miillériennes est encore inconnue pour la plupart d’entre elles.
D’un point de vue embryologique, 1’association non aléatoire de malformations génitales,
urinaires et squelettiques suggere toutefois une atteinte embryonnaire précoce du mésoderme

intermédiaire.

I1. Le syndrome de Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser (MRKH)
A) Définition du syndrome MRKH et données cliniques

Décrit pour la premicre fois en tant que syndrome par Mayer (Mayer, 1829) puis
étudié successivement par Rokitansky (Rokitansky, 1838), Kiister (Kiister, 1910) et Hauser
(Hauser and Schreiner, 1961), le syndrome éponyme MRKH (OMIM 277000) appartient a la
classe I définie par I’AFS et correspond a une pathologie malformative congénitale du tractus
génital féminin dont la caractéristique clinique premicre est 1’absence d’utérus et des 2/3
supérieurs du vagin (Figure 20). D’une incidence estimée a 1/4500 naissances (Griffin et al.,
1976; Folch et al, 2000), I’aplasie utéro-vaginale est le plus souvent diagnostiquée a
I’adolescence chez des patientes atteintes d’aménorrhée primaire, signal d’appel principal de
cette pathologie. Ces femmes montrent cependant un développement sexuel secondaire
normal, imputable a la présence d’ovaires normaux et fonctionnels (Fraser et al., 1973),
permettant un diagnostic clinique différentiel (Morcel et al., 2007). Outre 1’aplasie utéro-
vaginale isolée (ou MRKH de type I), il existe des formes associées a d’autres malformations,

principalement rénales et squelettiques. Le syndrome est alors qualifi¢ de MRKH de type II,
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ou d’association MURCS (MUllerian duct aplasia, unilateral Renal aplasia, and
Cervicothoracic Somite dysplasia — OMIM 601076) (Duncan et al., 1979) . Longtemps
considéré comme sporadique, le syndrome MRKH, qui concerne des femmes au caryotype
trés généralement normal 46,XX (Sarto, 1974), a toutefois été décrit sous des formes
familiales (Jones and Mermut, 1972; Griffin et al., 1976; Tiker et al., 2000), suggérant
I’existence de formes transmises du syndrome. Au sein des familles informatives décrites
dans la littérature, il a été observé de fréquentes associations de I’aplasie utéro-vaginale avec
des malformations rénales et squelettiques. Les malformations du tractus urinaire (le plus
souvent une agénésie ou une ectopie rénale unilatérale) et les anomalies squelettiques
(essentiellement cervico-thoraciques) associées concernent respectivement environ 50 % et
25 % des patientes (Griffin et al., 1976). Par ailleurs, ces études familiales suggerent une
transmission génétique sur un mode dominant couplé a un degré de pénétrance incomplet et a
une expressivité variable (Opitz, 1987; Pavanello Rde et al., 1988).

Cette association de malformations congénitales s’explique vraisemblablement par
I’origine embryologique commune des structures affectées, toutes dérivant du mésoderme
intermédiaire. L’hypothése généralement avancée pour expliquer le syndrome MRKH
consiste a mettre en cause une atteinte embryonnaire précoce des blastemes des somites
cervico-thoraciques et du mésonéphros (Duncan et al., 1979), lesquels ont une ultime (et

intime) relation spatiale vers la fin de la quatrieme semaine de vie feetale.

B) Revue bibliographique

Cette revue bibliographique, publiée dans le « Journal de Gynécologie Obstétrique et
Biologie de la Reproduction », se propose de détailler 1’aspect clinique du syndrome MRKH

et d’en aborder 1’étiologie.
Morcel, K., Guerrier, D., Watrin, T., Pellerin, 1., and Leveque, J. (2008). [The Mayer-

Rokitansky-Kuster-Hauser (MRKH) syndrome: clinical description and genetics]. J Gynecol
Obstet Biol Reprod (Paris) 37, 539-46.
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Résumé Le syndrome de Mayer-Rokitansky-Kister-Hauser (MRKH) est caractérisé par une
aplasie congénitale de U'utérus et des deux tiers supérieurs du vagin. Elle est soit isolée
(type 1), soit associée a d’autres malformations (type Il ou association MURCS). Ces anoma-
lies peuvent atteindre le rein, le rachis et, dans une moindre mesure, la sphére otologique
ou le cceur. L'incidence est estimée a une femme sur 4500. Le signe d’appel principal est une
aménorrhée primaire. Le développement des caractéres sexuels secondaires et les organes
génitaux externes sont normaux. En revanche, le vagin est réduit a une cupule plus ou
moins profonde. Les ovaires sont normaux et fonctionnels et le statut hormonal normal.
Le caryotype est 46,XX, sans anomalie chromosomique visible. Les manifestations phénoty-
piques du MRKH peuvent se chevaucher avec celles d’autres syndromes ou malformations,
cela requiert donc de préciser les limites de ce syndrome ainsi que les diagnostics différen-
tiels se posant devant une femme présentant une aménorrhée primaire avec des caractéres
sexuels secondaires bien différenciés. Pendant longtemps, ce syndrome a été considéré comme
une anomalie sporadique, mais la description de cas familiaux ont permis de mettre en
cause un mécanisme génétique qui fait actuellement ’objet de recherches actives. Le mode
de transmission semble étre autosomique dominant a pénétrance incompléte et expression
variable.
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Summary The Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser (MRKH) syndrome is characterized by conge-
nital aplasia of the uterus and the upper part (two-third) of the vagina. It may be isolated (type
1) or associated with other malformations (type Il or MURCS association). These latter involve
the upper urinary tract, the skeleton and, to a lesser extent, the otologic sphere or the heart.
The incidence of MRKH syndrome has been estimated as 1 in 4500 women. The prime feature is
a primary amenorrhea in women presenting otherwise with normal development of secondary
sexual characteristics and normal external genitalia. However, the vagina is reduced to a vagi-
nal dimple with variable depth. The ovaries are normal and functional as well as the endocrine
status. Karyotype is 46,XX, with no visible chromosome modification. The phenotypic mani-
festations of MRKH syndrome overlap with various other syndromes or malformations and thus
require accurate delineation as well as differential diagnosis. For a long time, the syndrome has
been considered as a sporadic anomaly, but increasing familial cases now support the hypothesis
of a genetic cause currently under investigation. The syndrome appears to be transmitted as

an autosomal dominant trait with incomplete penetrance and variable expressivity.
© 2008 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Définition et incidence

Le syndrome de Mayer-Rokitansky-Kuister-Hauser (MRKH) est
défini par une aplasie congénitale de 'utérus et des deux
tiers supérieurs du vagin chez des femmes présentant un
développement normal des caracteres sexuels secondaires
et un caryotype normal (46,XX) [1—4].

Deux formes cliniques sont décrites :

e MRKH de type | (ou séquence de Rokitansky) : cela corres-
pond a une agénésie utérovaginale isolée ;

e MRKH de type Il (ou mullerian duct aplasia, renal apla-
sia, and cervicothoracic somite dysplasia [MURCS]) [2,5] :
il s’agit alors d’une agénésie incompléte et/ou associée a
d’autres malformations congénitales ; celles-ci atteignent
les reins, le rachis, et plus rarement la sphére otologique,
le coeur et les extrémités. Ces associations sont aussi dési-
gnées par [’acronyme GRES (genital renal ear syndrome).

La fréquence est d’une femme sur 4500 [6—8]. La majo-
rité des cas semblent étre sporadiques [9]. Cependant,
des cas familiaux ont été décrits [8,10—12]. Le mode de
transmission semble étre autosomique dominant a faible
pénétrance et expressivité variable [8,13,14], laissant pen-
ser que l’incidence de ce syndrome est probablement sous
estimée. La séquence de Rokitansky (MRKH de type ) semble
moins fréquente que le MURCS (MRKH de type Il) [15] mais
aucune étude n’a encore permis d’établir la fréquence rela-
tive de ces deux formes.

Description clinique

Malformation utérovaginale

Le premier signe d’appel est ’aménorrhée primaire, dont le
MRKH est la deuxiéme cause apres la dysgénésie gonadique
[9,16]. La puberté a eu lieu normalement et les caractéres
sexuels secondaires sont présents (pilosité, développement
mammaire de type 5 selon la classification de Tanner). On
note parfois une taille plus petite que la moyenne. Les
organes génitaux externes sont de type féminin [17,18]. Le

méat urétral est parfois béant et plus bas situé. Il n’y a
pas d’incontinence urinaire associée. En revanche, le vagin
est réduit a une cupule vaginale plus ou moins profonde.
Au toucher rectal, on ne percoit pas de structure utérine
médiane.

Les ovaires sont normaux et fonctionnels [17,18]. Des cas
d’ovaires polykystiques [19—21] ou de tumeurs ovariennes
[22—24] chez des femmes présentant un caryotype normal
46,XX ont été décrits. L’aplasie ou ’absence de dérivés miil-
lériens évoquant le syndrome MRKH est également retrouvée
dans des cas de dysgénésie [25,26] ou d’agénésie [27,28]
gonadique chez des sujets XY ou X0 de phénotype féminin.
Ces pathologies ovariennes ne peuvent toutefois pas inté-
grer la description clinique du MRKH ou du MURCS. En effet,
iln’est pas retrouvé dans la littérature de séries démontrant
une association significative entre ce type de pathologie et
’agénésie utérovaginale [19,25].

Malformations associées (Tableau 1)

Elles concernent généralement le haut appareil urinaire, le
squelette, la sphére otologique. Des cas de malformations
cardiaques associées ont aussi été rapportés.

Malformations du haut appareil urinaire

Elles sont associées a environ 50 % des cas de syndrome MRKH
décrits [29]. Elles sont représentées par l’agénésie rénale
unilatérale (23—28 %) [30,31] et/ou le rein en position pel-
vienne (17 %) [31], Uhypoplasie rénale (4%) [31], le rein en
fer a cheval et ’hydronéphrose [30].

Des cas d’agénésie rénale bilatérale (séquence de Potter)
associée a une absence de l'utérus et des deux tiers supé-
rieurs du vagin ont été décrits chez des faetus non viables,
avortés [32]. L’association de ’adysplasie rénale héréditaire
(HRA) et du syndrome MRKH a d’ailleurs été suggérée [13].

Malformations osseuses

Elles atteignent essentiellement le rachis (20—26 %) [29,33]
mais parfois aussiles extrémités et la face. Les malforma-
tions rachidiennes sont la scoliose (20%) [30], une anomalie
vertébrale (hémivertébre, fusion vertébrale), le syndrome



Le syndrome de Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser (MRKH) : clinique et génétique 541

Tableau 1 Tableau récapitulatif des principales malforma-
tions associées au type Il du MRKH (MURCS).

Summary table of main associated malformations in MRKH
syndrome type Il (MURCS).

Organes atteints Fréquence Malformations

Reins 50% Agénésie rénale
unilatérale (23—28 %)
Rein en position
pelvienne (17 %)
Scoliose (20%)
Hémivertébre, fusion
vertébrale

Syndrome de
Klippel-Feil

Surdité de
transmission
Anomalie du rayon
radial

Asymétrie faciale
Trouble du ryhtme
Shunt gauche—droit
Cardiopathie
conotroncale

Rachis 20—-26%

Sphére otologique 10-25%

Extrémités et face Rare

Coeur Rare

de Klippel-Feil (fusion des vertebres cervicales entrainant
un cou court, un torticolis congénital, des cheveux bas
implantés) et/ou l’anomalie de Sprengel (surélévation d’une
omoplate) [34], ’agénésie ou la malformation costale, le
spina bifida [33].

Au niveau des extrémitéset de la face, les ano-
malies retrouvées sont la brachymésophalangie [35],
’ectrodactylie [36], le pouce surnuméraire [37], l’agénésie
radiale [38], le syndrome de Holt-Oram (dysplasie atriodigi-
tale) [39,40], ’asymétrie faciale [41—43].

Malformation de la sphére otologique

Selon les auteurs et les séries étudiées, les cas d’anomalies
auditives et de surdité sont associés entre 10 et 25 % des cas
de syndrome de MRKH [34,44,45] : il s’agit d’une surdité de
transmission, liée a une malformation de U’oreille moyenne.

Malformations cardiaques

Elles ne sont qu’occasionnellement retrouvées associées
au syndrome MRKH. Ce sont soit des troubles du rythme
(bloc de branche droit [39]), soit un shunt gauche—droit
(communication interauriculaire [40]), soit une cardiopathie
conotroncale (sténose de ’artére pulmonaire [46], tétralo-
gie de Fallot [47]).

Un bilan clinique a la recherche d’une malformation asso-
ciée doit donc étre réalisé. Les malformations rénales et
squelettiques pouvant ne pas étre symptomatiques, il faudra
demander :

e une échographie abdominale, voire un uroscanner ;
e une radiographie du rachis.

En cas de signes d’appel clinique d’anomalies otologique
et/ou cardiaque, ce bilan sera complété par un audio-
gramme et/ou une échographie cardiaque.

Cl 12Hz
RV

Figure 1 Echographie sus-pubienne visualisant une image
rétrovésicale (fleche) pouvant étre confondue avec un utérus
hypoplasique.

Pelvic ultrasound showing a retrovesical image (arrow) that
could be confused with hypoplastic uterus.

Par ailleurs, lors de la découverte d’un MRKH chez
une patiente, il faut s’intéresser a ses ascendants et a
ses fréres et sceurs, en reprenant de facon ciblée les
antécédents familiaux. En fonction du contexte, une explo-
ration rénale et rachidienne pourra étre demandée pour ces
personnes.

Imagerie
L’échographie abdominale

L’échographie par voie sus-pubienne est un moyen simple
et non invasif de diagnostic. Elle est utilisée en premiéere
intention. Il n’est pas retrouvé de structure utérine entre
la vessie et le rectum. En revanche, une structure qua-
drangulaire rétrovésicale peut étre identifiée a tort comme
utérus hypoplasique (Fig. 1) : elle correspond a la lame ves-
tigiale située sous la partie médiane du repli péritonéal
transversal a la face postérieure de la vessie, ou s’insérent
les ligaments utérosacrés. Cette structure n’étant pas creu-
sée d’une cavité, il n’est pas mis en évidence de ligne
hyperéchogéne, correspondant normalement a la muqueuse
utérine [48].

Une malformation rénale associée doit, par ailleurs, étre
systématiquement recherchée au cours de cette échogra-
phie.

L’imagerie par résonance magnétique (IRM)

L'IRM est un examen plus sensible et plus spécifique que
’échographie sus-pubienne. Elle permet un diagnostic pré-
cis de 'aplasie utérine, ainsi que la visualisation des cornes
rudimentaires et des ovaires [49,50]. L’aplasie utérine est
mieux vue en coupe sagittale alors que l'aplasie vagi-
nale sera mieux mise en évidence en coupe transversale
[51].

L’IRM permet, par ailleurs, la recherche d’autres malfor-
mations associées (rénales et osseuses).
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Figure 2 Vue ccelioscopique d’une aplasie utérovaginale iso-
lée (MRKH de type I)

LUS : ligament utérosacré.

Coelioscopic imaging of isolated uterovaginal aplasia (type |
MRKH).

La ccelioscopie

La ceelioscopie pourra étre proposée en cas de doute dia-
gnostique apres IRM. Actuellement, elle est surtout envisa-
gée lors du traitement chirurgical (création d’un néovagin).
Elle montre I’absence d’utérus, des ovaires normaux, les
reliquats tubaires, la lame vestigiale située sous la partie
médiane du repli péritonéal transversal ainsi que les liga-
ments utérosacrés gréles (Fig. 2).
Sur le plan anatomique, il est alors décrit :

e soit une aplasie utérine totale (présence de deux cornes
rudimentaires reliées par un repli péritonéal) avec des
trompes normales, correspondant a la séquence de Roki-
tansky (MRKH de type 1) [52];

e soit une hypoplasie utérine qui peut étre symétrique ou
asymétrique (aplasie d’une des deux cornes, différence
de taille entre les deux rudiments cornuaux) associée
a des anomalies tubaires (hypoplasie, aplasie d’une ou
des deux trompes), correspondant a la forme atypique du
MRKH (ou MRKH de type II) [29].

Biologie

Le caryotype sanguin est normal (46,XX) sans ano-
malie chromosomique visible. Le bilan endocrinien

Tableau 2 Diagnostics différentiels du MRKH.
Differential diagnosis of MRKH.

(FSH, LH et 17pB-estradiol plasmatiques) est normal,
témoignant de LUintégrité de la fonction ovarienne. Il
n’existe pas d’hyperandrogénie (taux plasmatiques nor-
maux de testostérone, de delta-4-androsténedione, de
17-hydroxyprogestérone et de déhydroépiandrostérone).

Diagnostic différentiel

Le diagnostic différentiel se posera devant une patiente
présentant une aménorrhée primaire avec des caracteres
sexuels secondaires bien différenciés (Tableau 2), permet-
tant d’emblée d’exclure les dysgénésies gonadiques. Une
imperforation hyménéale ou une cloison vaginale transverse
peut initialement étre confondues avec une aplasie vaginale
mais le diagnostic sera rapidement redressé par un examen
clinique attentif.

L’atrésie vaginale isolée

A Uinterrogatoire, des douleurs pelviennes cycliques sont
retrouvées, liées a une cryptoménorrhée. Cette atrésie peut
intégrer différents syndromes, comme le syndrome de Win-
ter (syndrome of renal, genital and middle ears anomalies)
[53,54], le syndrome de McKusick-Kaufman (hydrométrocol-
pos — polydactylie postaxiale — cardiopathie congénitale),
lié a une mutation du géne MKKS situé en 20p12 [55].

Le syndrome WNT4

A ce jour, trois cas de mutation du géne WNT4 ont été publiés
[56—58]. Le phénotype est tres proche du MRKH avec une
aménorrhée primaire, une aplasie utérovaginale avec éven-
tuellement une malformation rénale. Ces anomalies sont
toutefois associées a des signes d’hyperandrogénie (acné
et hirsutisme), corrélés par des dosages plasmatiques mon-
trant une testostéronémie élevée, excluant ce syndrome du
spectre du MRKH [57]. Le caryotype est aussi sans anomalie
visible (46,XX), notamment au niveau de la région subtélo-
mérique p36.12 du bras court du chromosome 1 portant le
géne WNT4 [59].

Le syndrome d’insensibilité aux androgénes

C’est un pseudohermaphrodisme masculin lié a une muta-
tion du géne du récepteur aux androgénes. Le diagnostic

MRKH/MURCS  Atrésie vaginale isolée ~ Syndrome WNT4 Syndrome d’insensibilité

aux androgénes

Vagin Absent Absent Absent Présent

Utérus Absent Présent Absent Absent

Gonades Ovaires Ovaires Gonades masculinisées  Testicules

Développement mammaire Normal Normal Normal Normal

Pilosité pubienne Normale Normale Normale Peu développée

Hyperandrogénie Non Non Oui Non

Caryotype 46,XX 46,XX 46,XX 46,XY
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différentiel se posera surtout lorsque linsensibilité aux
androgénes est compléte. Le phénotype est féminin. En
revanche, au niveau des organes génitaux internes, les déri-
vés Wolffiens sont insuffisamment développés, il n’y a pas
de structure miillérienne et les gonades sont des testicules
normalement différenciés en position abdominale ou ingui-
nale. Le caryotype est 46,XY. Le taux de testostérone est
celui attendu chez un sujet masculin.

L’aplasie des dérivés miillériens

L’aplasie des dérivés miillériens pouvant évoquer un MRKH a
été décrite en association avec une dysgénésie gonadique.
Il faut souligner que ces cas rapportés concernaient des
sujets présentant un caryotype anormal impliquant les chro-
mosomes sexuels tel que des mosaismes (45,X/46,Xdic(X)
[26], 46,XX/45,X0 [60], 46,XX/47,XXX [61]) ou des délétions
(46,X,del(X)(pter — q22) [62], 46,X,i(Xq) [63]). L origine de
U'aplasie des dérivés miillériens serait alors a rapprocher
d’une anomalie au niveau du chromosome X, origine trés
différente du MRKH.

Etiologie

Le syndrome MRKH fut initialement considéré comme spo-
radique, mettant alors en cause des facteurs exogénes [64]
tels que le diabéte gestationnel [65] ou l’exposition a des
tératogenes comme le thalidomide [2,8,30,66]. Cependant,
aucune relation entre U'exposition a des facteurs térato-
génes durant la grossesse ou la présence d’une pathologie
gestationnelle et la naissance d’un enfant porteur de ce
syndrome n’a été retrouvée sur plusieurs études épidémio-
logiques [65,67—69]. Méme si les cas familiaux décrits par
la suite ne représentent qu’environ 20% des cas [8], ils
ont permis de mettre en évidence qu’une anomalie géné-
tique transmissible peut étre a la base du syndrome. En
effet, I’aplasie utérovaginale est souvent associée a d’autres
malformations, principalement rénales et rachidiennes. Ces
derniéres malformations sont aussi retrouvées isolées ou
associées entre elles chez les ascendants plus ou moins
éloignés de la personne probante [8,11,13,14,70]. Laplasie
utérovaginale ne serait alors qu’une des manifestations
d’une anomalie génétique d’expression variable. Le mode
de transmission semble donc étre autosomique dominant a
faible pénétrance et expressivité variable [8,13,14,70].

Sur la base d’associations pathologiques avec d’autres
maladies génétiques, des genes candidats ont d’abord été
proposés. L’association MRKH avec la galactosémie, la muco-
viscidose ou le diabéte de type Mody a été étudiée. Il n’a
pas été mis en évidence de mutation ou de délétion des
génes responsables de ces trois pathologies dans le MRKH,
que ce soit le gene galactose- 1-phosphate uridyl transfe-
rase (GALT, responsable de la galactosémie) [71], le géne
CFTR [16] ou le géne hepatocyte nuclear factor-18 (HNF-18,
associé au diabéte de type Mody) [72].

L’hypothese d’une expression aberrante de [’hormone
antimillérienne et/ou de son récepteur, tous deux impliqués
dans la régression des canaux de Miiller chez l’embryon male
[73], a été étudiée comme une cause du syndrome MRKH
[6,74]. Cette théorie fut ensuite rejetée devant les résul-
tats contradictoires d’une étude portant sur 22 patientes

MRKH [75]. En effet, dans cette étude, aucune mutation du
gene de 'AMH et de son récepteur n’a été retrouvée chez
ces femmes. De plus, 'existence d’ébauches de trompes,
voire de trompes normales dans de nombreux cas de MRKH,
atteste que la différenciation des canaux de Miiller s’est bien
mise en place mais n’a pas abouti dans sa totalité.
Limplication des génes du développement embryonnaire
précoce, tels que WTT1 [76], PAX2 [77], HOX-A7, -A9, -
A10, -A11, -A13 [78,79] et PBX1 [79], a également été
évoquée, suivant l’observation des phénotypes de souris
homozygotes mutantes. L’analyse de ces génes sur diffé-
rentes cohortes de patientes a conduit ensuite a les exclure.
Le gene WNT4, autre géne du développement, a récemment
été invoqué comme étant 'un des facteurs responsable
du MRKH lorsqu’il était inactivé. Ce géne appartient a
la famille des génes WNT qui régulent la croissance et
la différenciation cellulaire au cours de ’embryogenése
[80]. Chez des souris femelles WNT4—/—, il existe une
aplasie miillérienne [81]. Une mutation du géne WNT4 a
aussi été décrite chez une jeune femme de 18 ans qui
présentait une aplasie miillérienne, une agénésie rénale
unilatérale mais aussi une hyperandrogénie [56]. Dans ce
cas pathologique, comme chez le modéle animal, il semble
que U’absence de WNT4, indispensable a la différenciation
ovarienne, a conduit a une masculinisation des gonades
foetales, provoquant une expression ectopique d’hormone
antimiillérienne, responsable de la régression totale des
structures miillériennes chez cette patiente. Par ailleurs,
il semble que cette masculinisation gonadique soit égale-
ment a Uorigine d’une expression ectopique d’androgénes,
dans ce méme cas pathologique [56] ainsi que chez [’animal
modele [81]. Le séquencage du gene WNT4 sur une cohorte
de 19 patientes atteintes du MRKH a, par la suite, confirmé
que ce gene n’était pas impliqué dans le syndrome MRKH
[82]. De plus, une autre mutation du géne WNT4 décou-
verte chez une deuxiéme jeune femme a permis de conclure
qu’une anomalie sur ce gene était responsable d’un nouveau
syndrome différent du MRKH [57]. En effet, ce nouveau syn-
drome est caractérisé par une aplasie des dérivés miillériens
et une hyperandrogénie, parfois associées a une malforma-
tion rénale, chez une femme présentant un caryotype 46,XX.
Actuellement, |’étiologie du syndrome MRKH n’a pas
encore été cernée [78,83]. Les anomalies observées
suggerent toutefois une atteinte initiale au niveau du méso-
derme intermédiaire a partir duquel se formeront, vers la fin
de la quatriéme semaine, les blastemes des somites cervico-
thoraciques ainsi que les ébauches du tractus urogénital [2].
Ces observations permettent une premiére approche globale
des causes du syndrome qui, en s’appuyant sur ’hypothese
d’une origine multigénique, ont déja permis de mettre en
évidence des délétions au niveau des chromosomes 22 [84],
4 [85] et 17 [86]. Nos travaux en cours sont basés sur le
recoupement phénotypique observé dans environ 10% des
cas entre l’association MURCS et celle du syndrome de
DiGeorge ou vélocardiofacial (DGS/VCF), le plus souvent
associé a une délétion 22q11 [87] et moins fréquemment
a une délétion des chromosomes 4 [88], 8 [89], 10 [90]
et 17 [91]. A ce jour, ces recherches sont menées dans le
cadre du réseau programme de recherches sur les apla-
sies millériennes (Pram), qui regroupe des gynécologues
et des généticiens de nombreux CHU ainsi que des scien-
tifiques de U’Inserm et du CNRS, permettant un maillage
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national d’étude et de recherche sur cette pathologie. Nos
premiéres investigations nous permettent de penser que le
syndrome MRKH serait associé aux loci chromosomiques en
cause dans le syndrome de DiGeorge (Morcel K. Génétique
du syndrome de Mayer-Rokitansky-Kister-Hauser. In:JFROG-
CNGOF, 2006:45).

Conclusion

Devant une aménorrhée primaire chez une jeune femme
présentant des caractéres sexuels bien différenciés, il est
important de réaliser un diagnostic le plus précis possible.
La confusion possible avec d’autres syndromes incluant une
anomalie utérovaginale nécessite une connaissance des dif-
férents diagnostics différentiels.

Cette notion est d’autant plus importante qu’il est
désormais établi qu’il existe une composante génétique au
syndrome. Au vu des derniers résultats, ce syndrome appa-
rait étre une variable du spectre du syndrome de DiGeorge.
Ces différents éléments nous amenent a attirer ’attention
sur la nécessité d’un recours au conseil génétique devant
le syndrome MRKH, tant pour l’information de la famille
que pour les éventuels couples pouvant avoir recours a la
gestation pour autrui.
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I11. Recherche des causes génétiques du syndrome MRKH
A) Contexte scientifique de 1’étude

L’approche par geénes candidats s’étant révélée jusqu’a présent infructueuse - aucun
géne n’ayant été clairement impliqué dans la manifestation du syndrome MRKH — la stratégie
de recherche mise en ceuvre dans mon équipe consiste en 1’étude a grande échelle de patientes
atteintes de ce syndrome via des méthodes d’exploration du génome plus globales. Les
patientes volontaires pour participer a cette étude sont recrutées dans le cadre d’un réseau
national de recherches cliniques : le réseau PRAM (Programme de Recherches sur les
Aplasies Miillériennes). Initialement créé¢ a Rennes, il regroupe désormais des praticiens
hospitaliers (gynécologues et généticiens) de nombreux CHU, le Centre de Ressources
Biologiques Humaines de Rennes, les services de Génétique Moléculaire et de Cytogénétique
du CHU Pontchaillou de Rennes, les deux seules associations de patientes MRKH en France

(MAIA et syndrome de Rokitansky-MRKH) ainsi que notre groupe de recherche.

A la lecture des données cliniques de chacune des patientes MRKH participant a cette
¢tude, il a été constaté qu’environ 10 % d’entre elles présentent des malformations
appartenant au spectre d’une autre pathologie malformative congénitale, le syndrome de
DiGeorge (DiGeorge Syndrome, DGS - OMIM 188400) : adysplasies rénales et anomalies
squelettiques principalement, mais aussi malformations cardiaques et surdité. D’une incidence
proche de 1/4000, le DGS est I’un des désordres génétiques les plus fréquents chez ’Homme
et est imputable, dans la trés grande majorité des cas, a une délétion hémizygote de la région
22q11.21 (Driscoll et al., 1992). 1l est a noter que d’autres syndromes malformatifs voisins du
DGS mais cliniquement distincts, tel le syndrome vélocardiofacial (OMIM 192430), sont
également associés a une délétion hémizygote de cette région. La dénomination
« chromosome 22ql1.2 deletion syndromes » est parfois utilisée par les généticiens
puisqu’elle intégre la notion de diagnostic cytogénétique (et non plus phénotypique) ainsi que
la trés grande hétérogénéité clinique observée. Alors que 80 a 90 % des cas de DGS sont
associés a une délétion interstitielle hémizygote de la région 22q11.21 (Thomas and Graham,
1997; Cuneo, 2001), d’autres délétions chromosomiques, bien que plus rares, ont été
identifiées. Celles-ci affectent les régions 4q34.2-qter (Tsai et al., 1999), 8p23-pter (Devriendt
et al., 1995; Devriendt et al., 1999), 10pl4-p15 (Schuffenhauer et al., 1995), 17pl3
(Greenberg ef al., 1988a) et 18q21 (Greenberg et al., 1988b).
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Figure 21. Principe de la technique de MLPA. L’ADN génomique testé est
dénaturé puis mis en présence d’un mélange de sondes, chacune étant composée de
deux oligonucléotides s’hybridant a des séquences cibles adjacentes. Apres ligation
des deux fragments de chaque sondes, les produits résultants sont amplifiés par
PCR a I’aide d’un seul couple d’amorces universelles spécifiques des régions X et Y
communes a toutes les sondes. Le marquage terminal de I’'une de ces amorces par
un fluorochrome (6-FAM) permet, aprés séparation par €lectrophorése capillaire,
de quantifier les produits d’amplification obtenus. Des aires sous le pic relatives
réduites d’environ 50 % sont le reflet de microdélétions hémizygotes. A I’inverse,
des duplications augmenteront ces valeurs d’environ 50 %.
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Outre des malformations cardiaques, rénales et squelettiques, les individus atteints par le
DGS peuvent présenter plusieurs autres caractéristiques cliniques remarquables parmi
lesquelles : hypocalcémie par hypoparathyroidie, déficit immunitaire par aplasie/hypoplasie
thymique, fente palatine, retard mental. Un cas d’aplasie utéro-vaginale associée a un défaut
d’apprentissage, chez une femme souffrant en outre d’une hypothyroidie, a d’ailleurs été
rapporté¢ dans la littérature (Cheroki et al, 2006), soulignant la diversité des atteintes
phénotypiques constatées dans le DGS.

Le recouvrement constaté des spectres de malformations du syndrome MRKH et du DGS
nous a conduits a formuler I’hypotheése selon laquelle ces deux syndromes sont
étiologiquement liés. Une recherche systématique d’anomalies du nombre de copies des
régions génomiques décrites dans la littérature comme associées au DGS (voir ci-dessus) a été
menée sur notre cohorte de patientes MRKH afin de tester cette hypothése. Ce criblage
préliminaire de loci candidats repose sur la mise en ceuvre d’une technique de dosage génique
dénommée MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) (Schouten et al.,
2002). Cette technique, donnant acces au nombre de copies de 40 régions génomiques cibles
en une seule réaction, permet la détection rapide d’événements de délétion ou de duplication
simultanément en de multiples loci chromosomiques du génome d’un individu (Figure 21).

Cette approche nous a permis de caractériser, chez 4 individus non apparentés, 4 délétions
hémizygotes au sein des 4 régions les plus communément impliquées dans le DGS : 4q34-
gter, 8p23, 10p14-15.1 et 22q11.2. Les deux articles qui suivent exposent de fagon plus

détaillée ces résultats.

B) Publications

1) Identification d’une délétion d’origine maternelle de la région 4q34-qter chez une
patiente MRKH : une illustration de I’expressivité variable

Cet article fait état de la premicre microdélétion identifiée chez une patiente MRKH
de notre cohorte. Héritée de sa mere qui présente un phénotype trés différent, elle reflete

I’expressivité tres variable du syndrome MRKH.

Bendavid, C., Pasquier, L., Watrin, T., Morcel, K., Lucas, J., Gicquel, 1., Dubourg, C., Henry,
C., David, V., Odent, S., Leveque, J., Pellerin, 1., and Guerrier, D. (2007). Phenotypic
variability of a 4q34->qter inherited deletion: MRKH syndrome in the daughter, cardiac
defect and Fallopian tube cancer in the mother. Eur J Med Genet 50, 66-72.
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Abstract

Terminal deletions of the long arm of chromosome 4 are associated with a recognizable phenotype
consisting of dysmorphic facial features, cleft palate, upper and lower limb malformations, cardiac defects
and growth and mental retardation. Here we report on two female patients, a mother and her daughter,
carrying the same 4q34 — qter deletion but presenting with a different phenotype. The mother’s presen-
tation is consistent with previous findings in patients with terminal deletions of the long arm of chromo-
some 4. However, she presented at the age of 54 years with bilateral serous carcinoma of the Fallopian
tubes, a rare gynaecologic cancer that might be attributed to the haploinsufficiency of the tumor suppressor
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gene FAT. The daughter presented isolated congenital aplasia of the uterus and vagina, the prime feature
of the MRKH syndrome. This has not been described before in association with a 46,XX,del(4)(q34qter).
© 2006 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: 4q34 terminal deletion; 4q-syndrome; Atrial septal defect; Fallopian tube serous carcinoma; FAT; MRKH
syndrome

1. Introduction

Terminal deletions of the long arm of chromosome 4 are associated with a recognizable
phenotype, the severity of which correlates with the position of the chromosomal breakpoints
[1—4]. Deletions of 4q31, 4q32 and 4q33 — qter lead to a distinctive malformation syndrome
(4g- syndrome) including a varying degree of learning disability, growth deficiency, cleft palate,
limb abnormalities, external genitourinary anomalies and cardiac defects [1,5,6]. The critical
deletion region has been assigned to 4q33 [7]. More distal 4q deletions involving bands 4q34—
4q35 are less common and have been found in patients presenting with less typical dysmorphic
features and milder or absent learning disabilities [6,8]. Nevertheless, small terminal deletions
of the segment 4q34.2 to 4qter may lead to phenotypic manifestations similar to velocardiofacial
syndrome, including congenital heart defects, cleft palate and learning difficulties
[6]. However, internal genital anomalies such as those found in Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser
(MRKH) syndrome have never been observed [9].

In women presenting with primary amenorrhea, the MRKH syndrome is fairly common,
being second only to gonadal dysgenesis [10,11]. It occurs with a frequency varying from 1
in 4000 to 5000 female births [12—14]. The MRKH syndrome is characterized by congenital
aplasia of the uterus and vagina and is often associated with other malformations such as dys-
plasia of the Fallopian tubes, renal defects, cervico-thoracic (Klippel-Feil) anomalies, facial
asymmetry, hearing impairment, digital anomalies, cleft lip and palate and heart malformations
[9,12,15,16]. It is then generally referred to as the MURCS (MUIllerian Renal Cervical Somite)
association [17,18] (OMIM 601076).

2. Clinical reports

The proband presented with primary amenorrhoea, leading to the diagnosis of congenital ab-
sence of upper vagina and uterus. Bilaterally normal ovaria were seen on laparoscopy. Her de-
velopment was normal. Thelarche and pubarche occurred at a normal age. Ultrasound of the
heart and kidneys was normal. There is no hearing loss, no skeletal anomaly and the limbs
are normal. Height is 165 cm. She followed regular schooling but is currently unemployed.

She is the only daughter of non-consanguineous parents. The mother had one miscarriage.
Her father’s medical history is unremarkable. Her mother, now 56 years, is 152 cm. At birth,
she had an equinovarus (clubfoot) deformity of both feet. Later, an atrial septal defect (ostium
secundum type) was detected which needed surgical repair at age 23. Bilateral serous carci-
noma of the Fallopian tubes was diagnosed at age 54. She has no renal defects nor clinical signs
of skeletal anomalies. Family history is negative with regard to congenital malformations and
mental handicap.
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3. Experimental investigations

Given the presence of a heart defect in the mother and some resemblance between MURCS
association and the DiGeorge syndrome (DGS) [9], we orientated our analysis in search of
chromosomal anomalies similar to those described in patients showing DGS-like phenotypes
[6]. In a first attempt, we used the Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA) technique [19], using the SALSA P023 DiGeorge MLPA kit (MRC-Holland, Amster-
dam, Netherlands). This led to finding of a 4qter subtelomeric deletion. A single copy of the
KLBI, CASP3 and ODZ3 genes, located within chromosome 4q35.1 was detected (Fig. 1C)

Chromosomes 4
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Fig. 1. (A) High-resolution banding partial karyotype (RBG technique) revealing a terminal deletion of chromosome 4q
(left): 46, XX, del(4)(q? 34). Images were captured on a Zeiss Axioplan microscope (Zeiss, Jena, Germany) with the
IKAROS and ISIS digital imaging systems (Metasystem, Altlussheim, Germany). (B) FISH imaging: ToTelVysion
Probe Panel Mixture 4 hybridized to metaphase cells. Mixture 4 contains TelVysion 4p SpectrumGreen (green), TelVy-
sion 4q Spectrum Orange (red), TelVysion 21q SpectrumOrange/21q SpectrumGreen (mix appears as yellow) and AML
(21922) SpectrumAqua (cyan). 4q probe is deleted (red arrow) resulting in: 46,XX,del(4)(q?34).fish
del(4)(q?34)(D452930-). (C) Summary of gene quantification and chromosome breakpoint refinement: several genes
were tested through Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) [19] and multiplex PCR/liquid
chromatography [20]. Results taken together show the loss of one allele (/ODZ3, CASP3, FAT, KLKB1, FRGI/) or
not (/AGA, dHAND/). The breakpoint region located in 4q34.3—4q35.1, between AGA and ODZ3 genes, is squared.
(D) Example of results obtained with duplex assays using multiplex PCR/liquid chromatography method to quantify
dHAND, AGA and CASP3 gene copy number. In these experiments, two pools of 5 independent genomic DNAs
were used as standards and the hydroxymethylbilane synthase (HMBS) gene, located at 11q23.2-gter, was used as
an internal control. Red arrow shows the half dosage of the CASP3 gene in the daughter.
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whereas two copies of the ABCG2, BMPRIB and NFKBI genes (respectively at 4q22.1, 4q22.3
and 4q24) were found in the same experiment (not shown). By means of the SALSA P070 Hu-
man Telomere MLPA kit, we confirmed this result. A single copy of the FRG/ gene was de-
tected, located 0.2 Megabase from the 4q telomere (Fig. 1C) without other associated
subtelomeric gains or losses. Identical results were obtained in the mother and her daughter.
The presence of a telomeric deletion of the long arm of one of the chromosomes 4 in the daugh-
ter was confirmed by chromosome analysis in peripheral white blood cells after high-resolution
RBG banding, (Fig. 1A) and telomere-specific multicolour fluorescence in situ hybridization to
metaphase cells. The karyotype therefore is 46, XX, del(4)(q?34).fish del(4)(q?34)(D4S2930-).
The chromosomal breakpoint was mapped precisely using multiplex PCR/liquid chromatogra-
phy [20] in a duplex assay (Fig. 1D), between the AGA (not deleted) and ODZ3 (deleted) genes,
located in a region from 178.5 to 185.5 Mb, between 4q34 and 4q35.1 (Fig. 1C). Fig. 1D shows
the evaluation of the copy number of the dHAND and CASP3 genes in the daughter’s genomic
DNA versus that of the father. Identical results were obtained for the mother compared to the
father in two independent reactions.

4. Discussion

We report on two female patients, a mother and her daughter, both carrying the same
4q34 — qter deletion. Not only do they present with very different phenotypes, but they
have manifestations not been previously described in this specific deletion.

Congenital cardiac defects have been described in association with a terminal deletion of the
long arm of chromosome 4 [1,6,21], and might be related to haploinsufficiency for dHAND
[22], a gene encoding a basic helix-loop-helix transcription factor expressed in the developing
heart [23]. However, as reported before, since the mother in the present report had an ASDII but
dHAND was not included in the 4q34 — qter deletion, this gene does not seem to be the only
explanation for the cardiac defects [22].

The bilateral serous carcinoma of the Fallopian tubes, discovered in this patient when she
was 54, also raises the question whether this is related to the 4q deletion. The median age of
diagnosis for serous carcinoma of the Fallopian tube ranges from 54 [24] to 60—64 years
[25], not different from the age of this patient. Malignant neoplasms of the Fallopian tube
are amongst the rarest of the gynaecologic cancers [26,27] and have never been associated
with chromosome abnormalities, so far. However, other types of Miillerian derivatives carci-
nomas have already been described associated with terminal deletions of the long arm of
chromosome 4. More specially, a region for a putative senescence gene or genes at
4q35.1-qter was recently identified as involved in cervical carcinogenesis [28]. This is rein-
forced by loss of heterozygosity analyses indicating the presence of tumor suppressor genes
in this region [29—31]. The FAT tumor suppressor 1 (FAT) gene [32] lies in this region,
more precisely in the 4q35.2 cytogenetic subband, adjacent to the telomere. This suggests
that haploinsufficiency of the FAT gene might account for the bilateral Fallopian tube serous
carcinoma in this patient. Chromosome 4 telomeric analysis of a significant cohort of patients
with such neoplasms as well as clinical follow-up of patients with a 4q deletion might pro-
vide further information.

The proband has an absent uterus and absent upper part of the vagina, the characteristic fea-
tures of the MRKH syndrome [12] (Table 1). Two types are distinguished: type I corresponds to
isolated utero-vaginal aplasia whereas the more frequent type II, is characterized by the
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Table 1
Clinical presentation of proband and mother in comparison with malformations or impairments described in MRKH and
4g-syndrome

Proband Mother MRKH syndrome 4g-syndrome

Utero-vaginal aplasia Yes No Common Absent (*)
Heart malformations No Yes Rare Common
Facial dysmorphisms No No Rare Common
Renal anomalies No No Common Rare
Developmental delay No No Absent Common
Learning disability No No Rare Common
Hearing impairment No No Common Common
Vertebral defects No No Common Rare
Limb defects No No Rare Common
Unilateral clubfoot No No Absent Rare
Bilateral clubfeet No Yes Absent Rare
Gynaecologic cancer No Yes Absent Absent (¥)

Those observed in the proband or her mother appear in bold. (*) means not reported before.

association of utero-vaginal aplasia with renal adysplasia and skeletal abnormalities, and, less
frequently, hearing defects, cleft lip/palate and cardiac malformations [9,15—17]. This
condition is generally referred to as the MURCS (MUIllerian Renal Cervical Somite) asso-
ciation [17,33]. The clinical presentation of the MRKH association has suggested either
a multifactorial/polygenic inheritance and/or de novo mutation, undetectable by standard
karyotype [9]. No cause for this association is known, but the present finding points to
a possible role of one or more genes in the terminal 4q region. However, of the more
than 200 genes in the 4q34 — qter region, none has been associated either with Miillerian
duct differentiation or with any kind of female genital tract abnormality. The FAT gene [32]
appears to be also a putative candidate gene for a developmental failure of Miillerian
differentiation. The protein encoded by this gene is implicated in developmental processes
requiring cell polarization [34], cell-cell interactions [35] and epithelium-mesenchyme inter-
action [32] such as tubulogenesis [36]. In particular, it seems to be involved in smooth mus-
cle differentiation process [32] and could therefore give an explanation to the Miillerian
duct differentiation arrest observed in MRKH syndrome. We are currently investigating
more MRKH patients with no visible chromosomal anomaly in search of cryptic 4qter de-
letions including the FAT gene or of mutations within this gene.
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La caractérisation de cette délétion de 8 Mb de la région 4q34-qter chez une mere et sa
fille présentant deux phénotypes tres dissemblables souléve avant tout la question de la
pathogénicité effective de cette altération génique. En effet, de nombreuses études rapportent
I’existence dans le génome humain de variations du nombre de copies de régions génomiques
sans manifestation phénotypique pathologique particuliere, les plus longs polymorphismes de
grande taille n’excédant pas en général 2 Mb (Feuk et al., 2006). Outre le fait que le
phénotype de la mere est cohérent avec des cas précédemment publiés de patients présentant
des délétions terminales du bras long du chromosome 4, la recherche d’éventuels
polymorphismes génétiques de grande taille sur une population de 100 sujets sains n’a révélé
aucun événement délétionnel au sein de cette méme région (voir chapitre suivant), renforgant
notre hypothése d’une délétion pathogénique. L’identification de cette délétion
chromosomique héritée maternellement illustre bien 1’expressivité extrémement variable des
désordres génétiques associés a la manifestation du syndrome MRKH, un caractére rendant
les corrélations génotype-phénotype difficiles a établir.

La poursuite de notre étude par MLPA ciblant les régions critiques du DGS sur notre
cohorte de patientes MRKH conforte notre hypothese initialement émise selon laquelle il
existe une relation entre le syndrome MRKH et le DGS. En effet, en plus de la microdélétion
télomérique de la région 4q34-qter déja décrite, des microdélétions chromosomiques des
régions 8p23.1, 10p14-15.1 et 22q11.21 ont également été identifiées dans notre laboratoire
chez trois individus non apparentés. Le chapitre qui suit correspond a la publication de ces

résultats.

2) Mise en évidence, au sein d’une cohorte de patientes MRKH, de microdélétions
affectant les régions les plus communément associées au DGS

Cet article, qui rend compte de trois autres microdélétions identifiées au sein des
régions dont I’hémizygotie est associée aux manifestations phénotypiques du DGS, est en
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ABSTRACT

The Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser (MRKH) syndrome is characterized by congenital
aplasia of the uterus and the upper part of the vagina, in women showing normal development
of secondary sexual characteristics and a normal 46, XX karyotype. It often includes
associated anomalies, some being part of the malformation spectrum of
DiGeorge/velocardiafacial syndrome (DGS/VCES). This highlights possible genetic link or
overlap between both syndromes, which would then have clinical consequence. We thus
orientated our analysis in search of chromosomal anomalies similar to those described in
patients showing DGS/VCFS phenotypes. We used a Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA) approach by mean of a kit designed to investigate the known DGS
chromosomal regions. Some deletions were validated and more accurately delineated by
PCR/liquid chromatography in a duplex assay.

We found and defined deletions within the four chromosomal 4q34-qter, 8p23.1,
10p14 and 22q11.21 loci which were previously shown to be involved in almost all cases of
DG/VCF deletion syndrome. This raises the question whether both MRKH and DG/VCF
syndromes can be seen as contiguous gene syndromes or as parts of a wider and
heterogeneous deletion syndrome originating from an early embryonic insult and involving
common developmental pathways, which would explain the wide range of malformations
observed in both syndromes. Clinical investigations and care of patients diagnosed for either

of these syndromes should therefore include the overall anomalies featuring both of them.

Key words: Miillerian aplasia, MRKH, DiGeorge/velocardiafacial syndrome, HRA, ITIHS
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INTRODUCTION

Congenital aplasia of the uterus and the upper part (2/3) of the vagina is diagnosed as
Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser (MRKH) syndrome in 90% of affected women presenting
with primary amenorrhea and with otherwise normal secondary sexual characteristics, normal
ovaries and normal karyotype (46, XX) [Morcel et al. 2007]. The incidence of MRKH
syndrome has been estimated as 1 in 4500 female births [Griffin et al. 1976; Varner et al.
1985; Folch et al. 2000]. This condition is subdivided in two forms: MRKH type I (OMIM
277000) where only upper vagina and uterus are absent, and MRKH type II, also called
MURCS (MUllerian Renal Cervico-thoracic Somite) association (OMIM 6601076), the most
frequent, where additional malformations are optionally observed. They include mainly renal
defects (unilateral agenesis or ectopia of one or both kidneys, horseshoe kidney, in about 40—
60% of patients) [Strubbe et al. 1993], cervicothoracic malformations (asymmetric, fused or
wedged vertebrae, scoliosis or Klippel-Feil anomaly, in about 20% of patients) [Strubbe et al.
1993]. Less frequent associated anomalies are: hearing defects [Letterie and Vauss 1991;
Strubbe et al. 1994], cardiac malformations including tetralogy of Fallot [M and Shulman
2002], facial or digital anomalies of varying severities [Chawla et al. 1966; Leduc et al. 1968;
Pinsky 1974; Muechler 1975; Griffin et al. 1976; Strubbe et al. 1987; Lopez et al. 2002].
MRKH type II may be attributed to an alteration of the blastema of the cervicothoracic
somites and the pronephric ducts which, by the end of the fourth week of fetal life, have an
ultimately spatial relationship [Duncan et al. 1979].

Etiology of MRKH syndrome remains poorly understood. In familial cases, the
syndrome appears to be transmitted as an autosomal dominant trait with incomplete
penetrance and variable expressivity [Griffin et al. 1976; Opitz 1987; Pavanello Rde et al.
1988; Guerrier et al. 2006]. This suggests polygenic or multifactorial causes involving either

mutations in one or several major developmental genes, or limited chromosomal imbalances.
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Lack of clear genetic or chromosomal evidence has led us to consider the wider spectrum of
utero-vaginal aplasia-associated malformations as a start point for genetic investigations, in
comparison with syndromes including some phenotypic features overlapping those of MRKH.
Several anomalies found in a cohort of 55 MRKH syndromic patients and 2 medically aborted
fetuses exhibiting utero-vaginal aplasia, are also included in the range of
DiGeorge/velocardiofacial syndrome, as already pointed out by us [Bendavid et al. 2007] and
by others [Devriendt et al. 1997; Cheroki et al. 2006; Sundaram et al. 2007; Cheroki et al.
2008; Uliana et al. 2008]. In this present large cohort, these anomalies are neck, vertebral and
rib defects, deafness, facial asymmetry, cleft lip/palate, renal adysplasia and heart
malformations.

Approximately 90% of DiGeorge syndrome (DGS) patients, 70% of velocardiafacial
syndrome (VCFS) patients, and 15% of patients with sporadic nonsyndromic conotruncal
cardiac defects present with a 1.5 to 3 Mb deletion inside the 22q11.21 chromosomal region
[Thomas and Graham 1997; Cuneo 2001; Yamagishi 2002]. However, DGS/VCFS-like
phenotypes have also been reported in patients with deletions of chromosome 4q34.2-qter
[Tsai et al. 1999; Fernandez et al. 2008], 8p23-pter [Devriendt et al. 1995; Devriendt et al.
1999; Fernandez et al. 2008], 10p14-p15 [Monaco et al. 1991; Schuffenhauer et al. 1995;
Daw et al. 1996; Van Esch et al. 1999; Yatsenko et al. 2004; Fernandez et al. 2008], 17p13
[Greenberg et al. 1988a], 18q21 [Greenberg et al. 1988b], and with unbalanced translocations
involving chromosome 22 and other chromosomes [Thomas and Graham 1997; Fernandez et
al. 2008]. The aforementioned literature clearly shows that, among the uncommon deletions
leading to DGS/VCF-like phenotypes, those involving chromosomes 4, 8 and 10 cited above,
seem to be the most frequent after 22q11.

Here we present a deletion analysis of a cohort of 55 living patients and 2 medically

aborted fetuses, all commonly featured by utero-vaginal aplasia evoking MRKH syndrome of

John Wiley & Sons, Inc.
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varying severity. In addition to MRKH syndrome features already described associated with
4q34-qter [Bendavid et al. 2007] and 22q11 [Devriendt et al. 1997; Le Caignec et al. 2005;

Cheroki et al. 2006; Sundaram et al. 2007; Cheroki et al. 2008; Uliana et al. 2008] deletions,

O©CoOoO~NOOOPWN -

we found that 8p23 and 10p14-15 deletions can also account for the syndrome. Given that
13 these four chromosome loci most commonly affected in DGS/VCEFS, are also involved in
15 utero-vaginal aplasia, it is questionable whether these two conditions may be regarded as
18 contiguous gene syndromes or as varying parts of a wider and heterogeneous deletion
20 syndrome. This should also have an impact on clinical investigations, the care of the patients

22 and of their relatives as well as on genetic counseling.
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SUBJECTS AND METHODS

Patients' ascertainment

We studied 55 women diagnosed for MRKH syndrome, 20 of them presenting with
isolated utero-vaginal aplasia and the other 35 variously exhibiting kidney defects, vertebral
and other skeletal malformations (including Klippel-Feil and Sprengel anomalies,
clinodactyly, brachydactyly, and syndactyly of digits), cardiac anomalies and hearing
impairment. All patients had a normal 46, XX karyotype. For most of them, the study
included clinical and ultrasonographic examination of the urogenital system, radiographs of
the vertebral column as well as heart echography or hearing tests if necessary. Two aborted
fetuses were added to this cohort as they showed MRKH-like malformations among other
anomalies. This study has been approved by the French local Institutional Review Board
“Comité de Protection des Personnes” (Project # 05/16-543) and has been recorded at the

French Ministry of Health (DGS # 2005/030).

Methods

Genomic DNA was prepared from peripheral blood samples or fetal tissues using the
QIAamp kit (http://www.qiagen.com). We used the SALSA® MLPA kit P023-DiGeorge
syndrome from MRC-Holland (www.mlpa.com), according to the instructions of the
manufacturer. This kit allows semi-quantitative analysis of 39 genomic sequences located on
chromosome 4 (six targets), 7 (one target), 8 (five targets), 10 (five targets), 17 (four targets),
18 (two targets) and 22 (eleven targets). All experiments were carried out on 100 ng of
genomic DNA sample and repeated independently at least twice. Because of the global
variation of copy number of DNA sequences in the human genome [Redon et al. 2006], we
used a group of 100 healthy control subjects (50/50:male/female), representing about twice

the size of our cohort of MRKH diagnosed patients.
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Chromosomal breakpoints were more precisely mapped using multiplex PCR/liquid
chromatography [Dehainault et al. 2004] in a duplex assay. This latter was performed for

deletions affecting chromosome 8 and 10 (cases 3 and 4) and was previously used by us to

O©CoOoO~NOOOPWN -

delineate the 4q34-qter deletion found in case 1 [Bendavid et al. 2007]. The 22q11.21 deletion
13 characterized in case 2 was previously detected by mean of CGH array and validated by

15 QMPSF [Le Caignec et al. 2005].
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RESULTS AND DISCUSSION

This study led to finding of four different chromosomal deletions located at 4q34-qter,
8p23, 10pl4 and 22ql11.21, associated with MRKH-like phenotypes in four independent
patients (Table I).

Relevance to CNVs

The possibility of large scale copy number variations (CNV) had first to be compared
with the new candidate loci identified. Indeed CNVs can be associated with developmental
disorders and susceptibility to human disease [Inoue and Lupski 2002] but can also be silent
or only contribute to phenotypic diversity in humans [Wong et al. 2007]. About 15% of genes
in the OMIM morbid map overlap with CNVs [Redon et al. 2006] and there are numerous
examples of possible relevance to both mendelian and complex diseases. For example, the
22q11.21 breakpoint regions involved in DiGeorge syndrome have been found to be highly
polymorphic [Redon et al. 2006]. Moreover, CNVs have also been identified within the
regions commonly deleted in DiGeorge, Smith—Magenis, Williams—Beuren, Prader—Willi and
Angelman syndromes [Redon et al. 2006]. Probands can thus inherit the disease-associated
rearrangements from unaffected parents, which underscores the variable penetrance of some
diseases resulting from dosage effects [Redon et al. 2006]. One hundred DNA samples from
healthy volunteers (about twice the size of the present cohort) were tested with the same
MLPA kit and did not show any variation of copy number of the markers used in this kit, thus

reinforcing that the four deletions found were likely to be pathogenic.

Case 1 (4q34-qter deletion).
This patient presented with primary amenorrhea leading to the diagnosis of congenital
absence of upper vagina and uterus with normal bilateral adnexa confirmed by laparoscopy.

She had normal development thelarche and pubarche. She has neither visceral malformations

John Wiley & Sons, Inc.
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1

2

2 (in particular heart or kidney as screened by ultrasound exam) nor deafness. No skeletal
2 anomaly such as scoliosis, Klippel-Feil syndrome, and limb or digit malformation was
é noticed. She is about 165 cm tall. Her schooling was standard. She is the single daughter of
](1) non consanguineous parents with one miscarriage. Her father has no medical background. Her
1% mother is 152 cm tall and now 58 years old. At birth, she had bilateral clubfeet. Later, an
E atrial septal defect (ostium secundum type) was detected which needed surgical cure at 23.
1; Bilateral serous carcinoma of the Fallopian tubes was diagnosed four years ago. She has
;g neither renal defect nor clinical signs of skeletal anomaly. No mental impairment or others
21

gg visceral malformations were reported in this family.

gg An 8 Mb 4q34-qter deletion was found in this woman affected by an isolated utero-
EZ vaginal aplasia (Figure 1). Surprisingly this deletion was inherited from her mother who
gg presented with an atrial septal defect (ASD) but without any other anomalies commonly
2; found associated with MRKH [Bendavid et al. 2007]. Small terminal deletions of the segment
gz 4q34.2 to 4qter may lead to phenotypic manifestations similar to velocardiofacial syndrome,
g? including congenital heart defects, cleft palate and learning difficulties [Tsai et al. 1999].
gg Congenital cardiac defects have been described in association with a terminal deletion of the
%2 long arm of chromosome 4 [Lin et al. 1988; Tsai et al. 1999], and might be related to
ﬁ haploinsufficiency for dHAND [Huang et al. 2002], a gene encoding a basic helix-loop-helix
32 transcription factor expressed in the developing heart [Srivastava et al. 1997]. However, since
47

jg the mother in the present report had an ASD but dHAND was not included in the 4q34-qter
2(1) deletion, this gene does not seem to be the only explanation for the cardiac defects. Among
§§ numerous genes included in the deleted region, FAT was seen as a candidate gene since it
gg encodes a regulatory protein involved in smooth muscle differentiation and could account for
g; malformations observed in both daughter and mother [Bendavid et al. 2007]. The description
gg of an isolated MRKH-like phenotype associated with a 4q34-qter deletion is a unique case, so

John Wiley & Sons, Inc.
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far. However, it should be added to the wide range of anomalies associated with this terminal
deletion and lead to reconsider the consequent phenotypic variability [Caliebe et al. 1997;

Tsai et al. 1999].

Case 2 (8p23.1 deletion)

This 19 years old female patient was referred for evaluation of primary amenorrhea.
Thelarche and adrenarche had occurred at 13 years of age. Congenital utero-vaginal aplasia
with symmetric muscular buds was established by ccelioscopy. Both ovaries and Fallopian
tubes were normal. Screening of anomalies commonly associated with MRKH syndrome
revealed a unilateral kidney agenesis but no other defects such as deafness or skeletal, heart,
limb and craniofacial malformations. In addition, no psychiatric disorder was detected. She
has two sisters and two brothers, none of them showing any malformation. Her parents were
phenotypically normal but could not be further investigated. There was no family history of
recurrent abortion or consanguinity.

Small interstitial deletions of 8p23.1 have been associated with severe congenital heart
disease (CHD) such as atrioventricular canal, atrial septal and ventricular septal defects,
mental retardation, microcephaly, and a characteristic behavioral phenotype, and have been
assigned as another DGS/VCF-like locus [Devriendt et al. 1995; Devriendt et al. 1999]. In all
cases where CHD was described, the GATA4 gene was involved [Devriendt et al. 1999;
Pehlivan et al. 1999]; on the other hand, this gene was not deleted in patients without heart
defect [Devriendt et al. 1999]. The deleted region we found in this patient is close to GATA4
but does not include this gene, which is consistent with her phenotypic description. This
region includes the peptide methionine sulfoxide reductase (MSRA) gene [Moskovitz et al.
1996], the retina-specific RPILI gene [Bowne et al. 2003], a micro-RNA preferentially

expressed in the brain [Visvanathan et al. 2007], and the TNKS gene involved in the

John Wiley & Sons, Inc.
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1

2

2 regulation of telomere length [Smith et al. 1998]; none of these genes being likely involved in
2 MRKH syndrome. However, description of genitourinary anomalies and other malformations
é included in the MURCS association (MRKH type II) such as tetralogy of Fallot, polydactyly,
1(1) scoliosis and other vertebral abnormalities [Hutchinson et al. 1992; Pehlivan et al. 1999;
1% Reddy 1999], suggest that a small region, adjacent to the DGS/VCEFES locus, may be involved
E in utero-vaginal aplasia and other associated malformations. Other genes of unknown function
1; locate in this region. Analysis of further patients showing MRKH/MURCS phenotypes will
;g certainly help to better define this region and therefore to delineate candidate genes. Finally,
21

gg this entire region seems to be not subject to any CNV or segmental duplication as described in
gg the Database of Genomic Variants. This strengthens the present finding and description of a
EZ small chromosomal 1.6 Mb sequence responsible for MRKH phenotype associated or not
gg with DiGeorge anomalies.

31

32

33

2451 Case 3 (10p14-15.1 deletion)

g? The history of this family begun when unilateral renal agenesis was discovered by
gg echography in a female fetus during a first pregnancy. After birth, utero-vaginal condition
%2 was not accessible due to young age and is still not. The second pregnancy was terminated at
22 18 weeks of gestation because of bilateral renal agenesis. Fetopathological examination
32 confirmed the renal malformation associated with absence of the bladder and showed
47

jg additional utero-vaginal and Fallopian tubes aplasia. No other skeletal or heart malformation
2(1) was noticed. We later established that the father had unilateral renal agenesis as well as one of
§§ his first degree female cousins who additionally showed associated homolateral half-uterus.
gg During a third pregnancy, a unilateral renal agenesis was discovered in a female fetus. The
g; child was recently liveborn and is still in good health. Further examination is not possible yet
gg due to young age. This family history (Figure 2) appears to be consistent with diagnosis of
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dominant hereditary renal adysplasia (HRA) as already suggested in similar family histories
[Opitz 1987; Battin et al. 1993].

Patients with partial monosomy 10p often show symptoms of the DGS/VCES
spectrum [Daw et al. 1996; Van Esch et al. 1999]. The phenotype seems to be the result of
haploinsufficiency of two adjacent regions on 10p, the HDRI region associated with
hypoparathyroidism, sensorineural deafness, and renal defects (HDR syndrome) and the more
proximal region DGCR2 responsible for heart defects and thymus hypoplasia/aplasia,
meaning that the DGS-like phenotype associated with partial monosomy 10p is a contiguous
gene syndrome [Lichtner et al. 2000]. GATA3 was identified as the disease causing gene for
HDR syndrome [Van Esch et al. 2000] and BRUNOLS3, one of the only gene locating within
the DGCR2 region, has been hypothesized to be responsible for thymus hypoplasia and
possibly for heart defect [Lichtner et al. 2002]. In the present case, we have identified a small
(0.9 Mb) deletion which seems to only affect the ITIH5 gene, locating within the HDR locus,
in between the undeleted SFMBT2 and GATA3 genes (Figure 1). We are currently restricting
this deletion by mean of multiplex semi-quantitative PCR/liquid chromatography and have
already shown that only a part of the 110 kb I7/H5 gene is deleted (results not shown). These
results seem to demonstrate that, despite of the undisputable involvement of GATA3 in HDR
syndrome [Van Esch et al. 2000], another gene within the same locus, ITIH5, may also
account for kidney malformation and, in addition, for genital anomalies. Indeed, in a familial
case very similar to the present one (Figure 2), a woman with unilateral renal agenesis gave
birth to 2 children with the same condition and a third child with bilateral renal agenesis
[Buchta et al. 1973]. Another female family member lacked a left kidney and Fallopian tube
and had a uterus bicornis with normal right Fallopian tube. The elder of 2 daughters with
unilateral renal aplasia had primary amenorrhea due to utero-vaginal aplasia with absent

Fallopian tubes [Opitz 1987], suggesting a relationship between renal adysplasia and MRKH
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syndrome [Buchta et al. 1973; Opitz 1987] and that developmental defects in the mesonephric
and paramesonephric ducts may have a common genetic basis [Schimke and King 1980].

Therefore, the designation "hereditary urogenital adysplasia" for the combination of
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anomalies of the Miillerian duct with developmental errors of the urinary tract might be more
13 appropriate [Schimke and King 1980]. Finally, the report of a family with unilateral or
15 bilateral renal agenesis in combination with MRKH-like Miillerian anomalies, provided
18 support for an autosomal dominant pattern of inheritance with incomplete penetrance and
20 variable expressivity in hereditary renal adysplasia associated with Miillerian defects [Battin

22 et al. 1993].

27 Case 4 (22q11.21 deletion)

This case is a female fetus resulting from a terminated pregnancy at 23 weeks of
32 gestation because of bilateral renal agenesis. Fetopathological examination showed, in
34 addition, a type B interrupted aortic arch, thymic hypoplasia, agenesis of the uterus, oviducts
and proximal part of the vagina. Deletion of three clustered probes located at 22q11.2 was
39 detected by CGH array, confirmed by mean of QMPSF and visualized by FISH in an initial
41 study and was considered a de novo mutation [Le Caignec et al. 2005]. Here we used an
44 MLPA approach that corroborated these findings (Figure 3A). To our knowledge, bilateral
46 renal agenesis identified in this fetus has never been reported associated with a 22q11.21
48 deletion. Agenesis of uterus, oviducts and proximal part of the vagina associated with
51 unilateral renal agenesis and contralateral multicystic renal dysplasia was described once in a
53 female fetus presenting a Potter sequence [Devriendt et al. 1997]. Recently several cases of
utero-vaginal aplasia associated with unilateral renal agenesis and other manifestations of
58 22q11.21 deletion syndrome, were reported in adults [Sundaram et al. 2007; Cheroki et al.

60 2008; Uliana et al. 2008], tending to show that unilateral or bilateral renal agenesis are more
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or less severe manifestations of a similar embryonic insult that may also influence Miillerian
derivatives development. Indeed, renal malformations appear to be frequently (36%)
associated with 22q11.21 deletion [Ryan et al. 1997] whereas utero-vaginal aplasia remains
quite rare. The description of a patient presenting a 22ql1.21 deletion with associated
Miillerian anomalies but no renal affection [Cheroki et al. 2006], seems then to be an
exception. Interestingly, this latter patient shows a deletion identical to that of the present case
4 (Figure 3B and 3C). This shows that kidney and Miillerian derivatives, which are
embryonically related, can be equally affected by 22ql11.21 deletions, with a higher
prevalence for isolated kidney adysplasia [Wilson et al. 1993; Ryan et al. 1997; Shaikh et al.
2000]. Among 22q11.21 overlapping deletions associated with utero-vaginal aplasia * renal
malformations (Figure 3C), it is noteworthy that the smallest common deleted region
corresponds to the ~3Mb most common 22q11.21 deletion associated with DGS/VCFS
[Shaikh et al. 2000]. This strongly suggests that utero-vaginal aplasia is a component of the
22q11.21 malformation spectrum which therefore appears even more variable and continues
to expand as previously suggested [Sundaram et al. 2007; Cheroki et al. 2008; Uliana et al.
2008]. This is reinforced by the observation of skeletal malformations commonly found in
22q11.21 deletion syndrome [Uliana et al. 2008] and in MRKH syndrome [Morcel et al.
2007].

The pathogenesis of DGS/VCEFS remains partly unsolved. It may at least be related to
an abnormal neural crest-derived cell development and function during early embryogenesis
[Budarf and Emanuel 1997]. Pathogenesis of utero-vaginal aplasia, associated or not with
other malformations is even more unclear since genetic events triggering this pathology are
still quite unknown. However it may be attributed as the result of a non-random embryonic
insult by the end of the fourth weeks of gestation, when the blastemas of the pronephric buds

and cervicothoracic somite buds are in close relation [Duncan et al. 1979]. The anomalies
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observed in both disorders, when associated with a 22q11.21 deletion, can thus be thought of
as deriving from a common early defect or disruption in fetal mesoderm or its progenitor

tissue at the time of primitive streak formation, giving rise to a wide and heterogeneous

O©CoOoO~NOOOPWN -

malformation spectrum.
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CONCLUSION

The Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser (MRKH) syndrome consists in aplasia of
Miillerian derivatives, as the result of an early embryonic insult. Extra-genital anomalies, such
as urinary tract, skeletal and heart malformations, are diversely observed in MRKH patients
and are part of the DGS/VCFS phenotypic spectrum; this was the start point of the present
genetic investigations. The finding of utero-vaginal aplasia associated with chromosomal
4q34-qter, 8p23, 10pl4-15 and 22ql1.21 deletions initially described as a cause of
DGS/VCES is somewhat not surprising and strongly suggests that Miillerian aplasia is an
additional feature of the broad spectrum of DiGeorge/velocardiafacial deletion syndrome.
This implies that amongst numerous genes included in the above deletions, some play major
and pleiotropic roles during early development whilst others have more restricted roles on
specific organ development, such as GATA3 on 10p15, involved in heart, kidney and hearing
malformations [Van Esch et al. 2000] or ZHAND on 4q34 [Huang et al. 2002] and GATA4 on
8p23 [Pehlivan et al. 1999], both being only implicated in heart defects. In other terms, this
could explain why there is no possible correlation between the length of the deletion and
severity of the disease in the 22q21.1 deletion syndrome, as suggested by Uliana et al. [Uliana
et al. 2008], this chromosomal segment containing at least one "pleiotropic" gene, the
haploinsufficiency of which causing malformation of several organs. Conversely, utero-
vaginal aplasia would be caused by deletion of gene(s) flanking typical DGS/VCEFS regions
such as 4q34 previously described by us [Bendavid et al. 2007] and in the present study, as
well as 8p23 and 10p14-p15 reported here. In these three latter cases, utero-vaginal aplasia
with features of DGS/VCF could thus be considered as a contiguous gene syndrome.
This should lead clinicians to reconsider not only the differential diagnosis of utero-vaginal
aplasia but also to extended phenotype of both MRKH and DG/VCF syndromes. In particular,

patients diagnosed for MRKH type II (MURCS association) and showing evocative features
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of DGS/VCEFES should be evaluated for 22q11.2 deletion genetic test. On the other hand,
patients with 22q11.2 deletion might be further assessed for urogenital anomalies, as well. As

a first attempt, the use of SALSA® MLPA kit P023-DiGeorge might present as the most rapid

O©CoOoO~NOOOPWN -

and effective genetic test for patients showing features of either syndrome since the four
13 4q34-qter, 8p23, 10p14-15 and 22q11.21 can be tested together. Finally, these new clinical
15 and genetic data should be considered for genetic counseling since both syndromes show

18 similar multifactorial/polygenic inheritance.
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FIGURES LEGEND

Figure 1: Summary of experimental investigations for cases 1, 3 and 4: (A) Multiplex
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Ligation-dependent PCR Amplification (MLPA) condensed results. Histograms represent
13 allelic dosage of each target gene. Colors correspond to chromosomal regions of interest or
15 used as internal control (Yellow: chromosome 4q, green: chromosome 7pl5, blue:
18 chromosome 8p, brown: chromosome 10p, orange: chromosome 17p, purple: chromosome
20 18q and red: chromosome 22q). White arrows show deletions (B) Confirmation and/or more
22 accurate delineation by multiplex PCR/liquid chromatography (MP/LC). The
25 hydroxylmethybilane synthase (HMBS) gene, located at 11q23.2-qter, was used as standard.
27 Blue curve = control genomic DNA; red curve = genomic DNA from patient analyzed. Each
gene of interest is written in bold above the corresponding curve; Std = standard gene. The
32 red arrow shows allelic loss of the gene of interest. (C) Chromosomal and cytogenetic
34 location of targeted genes. * = gene names according to HUGO Gene Nomenclature
Committee (HGNC). Each gene of interest is provided together with its status (N = not
39 deleted; D = deleted, - = not included in the MLPA Kkit), and its distance from the telomeric
41 end of the short (p) or long (q) arm of the corresponding chromosome as well as its
44 cytogenetic location according to the National Center for Biotechnology Information (NCBI)

46 Map Viewer software.

51 Figure 2: Pedigree of the family with a female fetus resulting from a terminated pregnancy at

53 23 weeks gestation because of bilateral renal agenesis (case 2). Question marks indicate that

phenotype of putative genetic carriers of the disease, is not known.
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Figure 3: Summary of present (case 2) and previous mapping of chromosome 22q21.21
deletions found in patients presenting with MRKH phenotypes. (A) Multiplex Ligation-
dependent PCR Amplification (MLPA) condensed results. Histograms represent allelic
dosage of each target gene. Colors correspond to chromosomal regions of interest or used as
internal control (same as figure 2). The white arrow and horizontal bar indicate deleted
markers. (B) Chromosomal and cytogenetic location of each chromosome 22 marker used in
the MLPA experimental approach. Gene used as markers are named according to HUGO
Gene Nomenclature Committee (HGNC); the asterisk indicate that the gene is also mentioned
in part C of this figure. N = not deleted; D = deleted. (C) Schematic representation of the
centromeric side of chromosome 22 long arm, between 15 and 23 Mb from the telomeric end
of the short arm. Genes used as reference and/or as markers in the MLPA kit are indicated.
The location of the Tuple 1 probe corresponding to HIRA gene and commonly used for FISH
detection of 22q11.21 deletion, is indicated. Black bars represent, from the top to the bottom,
the ~3Mb most common 22ql1 deletion associated with DGS/VCFS [63], the maximum
length, between undeleted markers of the present study (case 2), the two cases reported by
Cheroki and collaborators [21, 23] and that of Uliana and collaborators [24]. The grey bar

shows the smallest 22q11.21 deletion common to known MRKH subjects.

John Wiley & Sons, Inc.



Page 27 of 30

O©CoOoO~NOOOPWN -

American Journal of Medical Genetics: Part A

- 26 - Watrin et al.

Case 1 Case 2 Case 3 Case 4

Uterovaginal aplasia Yes Yes Yes Yes
Fallopian tubes agenesis/defects No No Yes Yes
Uni- or bi-lateral renal agenesis No Yes Yes Yes
Heart malformation No No No Yes
Vertebral or limb defects No No No No
Hearing impairment No No NA NA
Learning disabilities No No NA NA
Chromosomal region of deletion 4q34-qter | 8p23.1 | 10p14-15.1 | 22q11.21
Maximum size of the deletion (Mb) 8 1.6 0.9 6
Inherited Yes NA Yes No

Table I. Summary of phenotypic features, cytogenetic location and maximum size of the

deletions in the four cases where a deletion was found. NA means “Not applicable”.
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Figure 1: Summary of experimental investigations for cases 1, 3 and 4: (A) Multiplex Ligation-
dependent PCR Amplification (MLPA) condensed results. Histograms represent allelic dosage of each
target gene. Colors correspond to chromosomal regions of interest or used as internal control (Yellow:
chromosome 4q, green: chromosome 7pl5, blue: chromosome 8p, brown: chromosome 10p, orange:
chromosome 17p, purple: chromosome 18q and red: chromosome 22q). White arrows show deletions (B)
Confirmation and/or more accurate delineation by multiplex PCR/liquid chromatography (MP/LC). The
hydroxylmethybilane synthase (HMBS) gene, located at 11q23.2-qter, was used as standard. Blue curve =
control genomic DNA; red curve = genomic DNA from patient analyzed. Each gene of interest is written
in bold above the corresponding curve; Std = standard gene. The red arrow shows allelic loss of the gene
of interest. (C) Chromosomal and cytogenetic location of targeted genes. * = gene names according to
HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC). Each gene of interest is provided together with its
status (N = not deleted; D = deleted, - = not included in the MLPA kit), and its distance from the
telomeric end of the short (p) or long (q) arm of the corresponding chromosome as well as its cytogenetic
location according to the National Center for Biotechnology Information (NCBI) Map Viewer software.
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Figure 2: Pedigree of the family with a female fetus resulting from a terminated pregnancy at
23 weeks gestation because of bilateral renal agenesis (case 2). Question marks indicate that
phenotype of putative genetic carriers of the disease, is not known.
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Figure 3: Summary of present (case 2) and previous mapping of chromosome 22q21.21
deletions found in patients presenting with MRKH phenotypes. (A) Multiplex Ligation-
dependent PCR Amplification (MLPA) condensed results. Histograms represent allelic
dosage of each target gene. Colors correspond to chromosomal regions of interest or used as
internal control (same as figure 2). The white arrow and horizontal bar indicate deleted
markers. (B) Chromosomal and cytogenetic location of each chromosome 22 marker used in
the MLPA experimental approach. Gene used as markers are named according to HUGO
Gene Nomenclature Committee (HGNC); the asterisk indicate that the gene is also mentioned
in part C of this figure. N = not deleted; D = deleted. (C) Schematic representation of the
centromeric side of chromosome 22 long arm, between 15 and 23 Mb from the telomeric end
of the short arm. Genes used as reference and/or as markers in the MLPA kit are indicated.
The location of the Tuple 1 probe corresponding to HIRA gene and commonly used for FISH
detection of 22q11.21 deletion, is indicated. Black bars represent, from the top to the bottom,
the ~3Mb most common 22ql1 deletion associated with DGS/VCFS [63], the maximum
length, between undeleted markers of the present study (case 2), the two cases reported by
Cheroki and collaborators [21, 23] and that of Uliana and collaborators [24]. The grey bar
shows the smallest 22q11.21 deletion common to known MRKH subjects.
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3) Microdélétions pathogéniques ou polymorphismes de grande taille ?

La prise en compte du polymorphisme génomique est devenue indispensable a la
recherche en génétique médicale puisqu’elle permet de s’affranchir d’interprétations erronées
dues a des variations génomiques non pathogéniques. Dans ce contexte, de nombreuses études
ont été réalisées mettant en évidence I’existence de SNP (Single Nucleotide Polymorphism,
variation interindividuelle d’un seul nucléotide), de microsatellites (répétitions d’une
séquence de 2 a 5 nt) et de minisatellites (répétitions d’une séquence de 10 a 100 nt). Plus
récemment, des polymorphismes de grande taille, concernant des régions génomiques de
quelques kb a 2 Mb, dupliquées ou délétées et réparties dans tout le génome, ont été
découverts chez des individus ne présentant aucune pathologie ni aucun phénotype particulier
(Iafrate et al., 2004; Sebat et al., 2004). La connaissance de ce type de polymorphisme est
donc d’un intérét considérable en génétique humaine pour 1’établissement de corrélations
statistiques justes entre génotype et phénotype.

Afin d’exclure 1’éventualité de microdélétions chromosomiques non pathogéniques et
d’associer les hémizygoties détectées par MLPA aux différents phénotypes observés, une
recherche de polymorphisme des régions ciblées par les sondes du kit MLPA P023 a été
réalisée sur une population de 100 individus non apparentés et sans pathologie connue. Il
ressort de ces expériences qu’une tres grande majorité des individus testés (98/100) ne
présente aucune variation du nombre de copies des régions ¢tudiées (Fig. 22-A). En revanche,
il a été constaté un polymorphisme de duplication chez deux sujets, au niveau de deux régions
génomiques distinctes situées en 10p12.21 et 22q11.21 (Fig. 22-B et 22-C respectivement),
illustrant la complexité des variations génétiques dans le génome humain. Aucun des 100
individus testés ne présente néanmoins de polymorphismes délétionnels au sein des régions
critiques du DGS. Ces résultats confortent notre hypotheése selon laquelle les microdélétions
hémizygotes au sein des 4 régions associées a un phénotype de type « DiGeorge » sont

pathogéniques.

C) Identification d’/T/H5 comme gene candidat du syndrome MRKH

Parmi les quatre microdélétions chromosomiques découvertes, la plus petite identific¢e
(d’une taille maximale de 0,9 Mb) touche la région sub-télomérique du bras court du
chromosome 10 au sein de laquelle ont été décrits les loci (1) HDR1 (Hypoparathyroidism,
Deafness, Renal dysplasia) dont ’hémizygotie est a 1’origine de malformations congénitales

notamment rénales (Lichtner et al., 2000) et (2) DGCR2 (DiGeorge Critical Region 2)
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Figure 23. Bilan du bornage de la microdélétion observée chez un feetus atteint de
BRA et d’une aplasie utéro-vaginale. La délimitation précise de la région délétée en
10p14-15.1 par la mise en ceuvre successive des techniques de MLPA et de MP/LC
nous a permis de constater que seule ’extrémité 3’ du gene ITIHS (Inter-o-Trypsin
Inhibitor Heavy chain precursor 5) est emportée. L’analyse sur puce a ADN 44k
n’ayant montré aucune altération du nombre de copies des marqueurs situés dans le
voisinage ou au sein du géne /T/H5, on peut par inférence en déduire que la taille
maximale de cette microdélétion hémizygote est inférieure a 10 kb. A noter qu’aucune
autre région n’a été trouvée délétée dans le génome entier.
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(Schuffenhauer ef al., 1995) associé a des malformations cardiaques et thymiques. Comme le
détaille I’article précédent, cette microdélétion a été détectée chez un feetus de sexe féminin
présentant une aplasie utéro-vaginale et interrompu a 23 semaines d’aménorrhée par IMG
(Interruption Médicale de Grossesse) a cause d’une agénésie rénale bilatérale (Bilateral Renal
Agenesis, BRA). Il existe dans cette famille des antécédents notoires puisque le pére ainsi que
ses deux filles montrent une aplasie rénale unilatérale (Unilateral Renal Agenesis, URA)
isolée et que, par ailleurs, une cousine du pere est également atteinte d’URA associée a une
malformation utérine (hémi-utérus). Cette histoire familiale est hautement suggestive du
syndrome d’adysplasie rénale héréditaire (Hereditary Renal Adysplasia, HRA — OMIM
191830), une pathologie transmise selon un mode autosomal dominant similaire a celui du
syndrome MRKH mais trés pénétrant. Une seconde famille au tableau clinique trés similaire
et intégrée au réseau PRAM a également été étudiée selon le méme protocole de MLPA mais
aucune anomalie chromosomique n’a été décelée avec les marqueurs génétiques utilisés dans
ce kit. Néanmoins, la description de ces deux histoires familiales présente un grand intérét
pour nos recherches puisque, ajoutée a la littérature existante détaillant des cas familiaux
d’URA ou de BRA associée a des anomalies miillériennes, elle renforce 1’idée souvent
évoquée d’un lien génétique entre les syndromes MRKH et HRA (Buchta ez al., 1973; Opitz,
1987; Battin et al., 1993).

1) Cartographie du locus 10p14-15.1

Cette microdélétion identifiée en 10p14-15.1 inclut un nombre tres limité de génes
dont I’haploinsuffisance pourrait étre responsable du phénotype rénal sévére ainsi que de
I’aplasie utéro-vaginale affectant le feetus ici étudié : SFMBT2, ITIHS, ITIH2, KIN, ATP5CI,
TAF3 et GATA3 (Figure 23). La délimitation de cette microdélétion par une technique de
PCR semi-quantitative (Multiplex PCR/Liquid Chromatography, MP/LC) a permis d’en
exclure du coté télomérique le géne SFMBT? et, du coté centromérique, les génes /71H2, KIN,
ATP5C1, TAF3 et GATA3, puisque tous a priori présents en nombre normal de copies. L’une
des deux bornes de la microdélétion, dont la taille maximale a été ainsi réduite a 230 kb, se
situe dans la région séparant SFMBT2 d’ITIHS. Le second point de cassure est lui localisé au
sein méme d’/T/HS5, seule une partie du géne étant donc emportée par la microdélétion.

Une analyse par hybridation génomique comparative sur puce a ADN 44k (array

Comparative Genomic Hybridization, aCGH) n’a par la suite révélé aucune variation
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significative du nombre de copies de régions génomiques, tant au sein du locus 10p14-15.1

(Figure 23 ; Tableau 6) que dans le reste du génome.

Tableau 6. Position au sein du chromosome 10 de marqueurs ciblés en MLPA ou aCGH

et leur nombre de copies respectif chez le feetus étudié.

\ . Localisation génomique
Marquel.lrsrou génes Techm’que (UCSC : assem%)lage fgvrier Nomb.re de
ciblés associée 2009) copies

ADARS3 MLPA 1,421 Mb 2
KIAA1617 (SFMBT?2) MLPA 7,204 Mb 2
A 14 P135703 aCGH 7,386 Mb 2
A 14 P119944 aCGH 7,565 Mb 2
A 14 P122142 aCGH 7,603 Mb 2
A 14 P135497 aCGH 7,604 Mb 2
MGC10848 (ITIHS5) MLPA 7,608 Mb 1
A 14 P116264 aCGH 7,613 Mb 2
A 14 P110759 aCGH 7,617 Mb 2
A 14 P124349 aCGH 7,627 Mb 2
A 14 P131764 aCGH 7,684 Mb 2
A 14 P103126 aCGH 7,771 Mb 2
GATA3 MLPA 8,100 Mb 2
DKFZp5661.0824 MLPA 10,548 Mb 2
Al651963 MLPA 10,977 Mb 2
CUGBP2 MLPA 11,207 Mb 2
RENT? MLPA 11,978 Mb 2
CREM MLPA 35,477 Mb 2
DNTT MLPA 98,078 Mb 2

Les marqueurs A 14 P135497 et A 14 P116264 présents sur la puce a ADN 44k étant
en nombre normal de copies chez le feetus, la caractérisation de la microdélétion affectant le
gene ITIHS, initialement détectée par MLPA puis confirmée par MP/LC, nous améne a la
conclusion que cette microdélétion hémizygote est d’une taille inférieure a 10 kb. Afin d’en
préciser exactement les points de cassure, une amplification par PCR a été réalisée sur ’ADN
génomique du feetus, de ses parents et de sa sceur avec des amorces oligonucléotidiques
encadrant les marqueurs A 14 P135497 et A 14 P116264 non délétés, a I’aide du kit « PCR

Extender System » (5Prime) selon les recommandations du fournisseur.
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Figure 24. Amplification par PCR de la région microdélétée maximale
identifiée. A) Représentation schématique de la structure génomique de
I’extrémité 3° du géne ITIHS sur laquelle la position de marqueurs ciblés en MLPA
(MGC10848) ou en aCGH est indiquée ainsi que la numérotation des exons. Les
amorces oligonucléotidiques de PCR (fleches noires) s’hybrident dans les régions
flanquantes des deux marqueurs de aCGH non délétés les plus proches de la sonde
de MLPA MGC10848. B) Les produits de PCR obtenus pour les parents et la sceur
du feetus sont a la taille attendue, leur séquengage confirmant qu’il s’agit bien de la
région d’intérét. C) Aucun produit d’amplification n’a pu étre détecté pour le feetus,
quelles que soient les conditions réactionnelles utilisées (pistes 1 et 2 : PCR avec
200 et 400 ng de matrice respectivement ; pistes 3 et 4 : PCR avec 2.5 mM et 4 mM
MgCl, respectivement). MPM, Marqueur de Poids Moléculaire (taille exprimée en
kb).
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Les produits de PCR obtenus pour les membres de la famille du feetus (Figure 24) sont a
la taille attendue (9,5 kb), leur séquencage attestant qu’il s’agit bien de la région d’intérét, i.e.
I’extrémité 3° du gene ITIHS. En revanche, aucune réaction utilisant comme matrice I’ADN
génomique du feetus étudié n’a, de fagon inattendue, permis une quelconque amplification.
Ainsi, contrairement & notre hypotheése initiale d’une altération génomique monoallélique
(microdélétion hémizygote), ce défaut d’amplification suggere une atteinte des deux alleles
chez ce feetus.

Ces observations posent avant tout la question des différents phénotypes observés au sein
de cette famille. Il parait raisonnablement sir que le pere est porteur d’une anomalie
génétique monoallélique (indétectable par une analyse sur puce & ADN 44k) héritée de son
pére et transmise a ses deux filles et responsable de ’'URA diagnostiquée chez ces trois sujets.
Bien que le lien de causalité soit difficile a établir, I’une de nos hypotheses est que cet
événement primaire, dont aurait également hérité le foetus, implique un remaniement
génomique de type inversion ou translocation altérant I’organisation du locus 10p14-15.1 et
potentiellement générateur de microdélétions chez les descendants. Cette premicre altération
aurait ainsi induit, par un mécanisme complexe de recombinaison, la microdélétion de novo
observée chez le feetus au sein du gene I7/HS5, responsable d’une amplification du phénotype
rénal (agénésie bilatérale) et/ou de 1’aplasie utéro-vaginale. Il est a noter que cette région du
bras court du chromosome 10 est particulicrement riche en séquences répétées de type LINEs
(Long INterspersed nuclear Elements) et SINEs (Short INterspersed nuclear Elements) dont
on sait qu’elles sont source d’instabilité génomique (Kazazian and Goodier, 2002; Deininger
et al., 2003). Une étude portant sur les mécanismes de recombinaison a l’origine des
microdélétions observées au sein de la région 22ql1 a, du reste, directement impliqué des
séquences dupliquées, de type LCR (Low Copy Repeat) spécifiques du chromosome 22
(Shaikh et al., 2000; Shaikh et al., 2007).

A ce stade, des informations non plus quantitatives (ploidie) mais qualitatives
(organisation génomique) sont nécessaires pour corroborer notre hypothése d’un double
remaniement séquentiel du locus 10p14-15.1. Disposant, en plus de leur ADN génomique, de
lignées lymphoblastoides pour une grande partie des individus vivants de notre cohorte, une
étude par FISH (Fluorescent in sifu hybridization) a 1’aide de deux sondes distantes couplées a
des fluorochromes différents, et par Southern blot avec des sondes autour ou sur les points de
cassure présumés sera conduite sur le feetus et les membres de sa famille. Nous espérons ainsi

étre en mesure de corréler le phénotype de chacun a un réarrangement chromosomique
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particulier ou a une combinaison de réarrangements. Une approche par séquengage a haut
débit pourrait également étre envisagée.

Les études familiales rapportées dans la littérature, en établissant un lien étiologique entre
les syndromes MRKH et HRA, suggerent que 1’association d’anomalies rénales et
miillériennes résulte (1) soit de I’expression variable d’une mutation autosomale dominante
d’un seul et unique gene, (2) soit d’'une combinaison variable de génes affectés (délétés,
dupliqués, mutés) (Opitz, 1987; Pavanello Rde e al., 1988). En ce qui concerne le feetus de
notre famille d’intérét, nos expériences suggerent que 1’haploinsuffisance du gene IT/IHS
pourrait étre impliquée dans la survenue de malformations rénales et/ou génitales.
Néanmoins, un effet de position altérant I’expression du géne GATA3, considéré comme le
gene majeur du syndrome HDR (Van Esch ef al., 2000), ne peut étre formellement exclu. De
la méme facon, une modification de I’expression de BRUNOL3 (alias CUGBB2, Tableau 6),
dont les transcrits sont détectés dans le mésonéphros et les néphrons au cours du
développement humain (Lichtner et al., 2002), pourrait étre la cause de malformations

rénales.

L’ensemble des observations obtenues jusqu’ici par I’étude génétique du locus 10p14-
15.1 au sein de cette famille d’intérét, ou malformations rénales et génitales apparaissent
génétiquement lides, suggere fortement que le géne ITIHS5 est un gene important pour le
développement normal des dérivés mésonéphrotiques (reins) et/ou paramésonéphrotiques
(tractus génital interne féminin). Afin de tester cette possibilité, nous avons étudié son profil
d’expression spatio-temporel au cours de la mise en place et de la différenciation du tractus

génital interne femelle chez la souris.

2) Analyse de I’expression du gene /7T/H5 au cours du développement du tractus génital
interne murin

2-1) Généralités sur les protéines ITI

La famille ITI (Inter-a-Trypsin Inhibitor) recouvre un ensemble de protéines formées
par 1’assemblage d’une chaine légere, la bikunine encodée par le géne AMBP (Alpha-1-
Microglobulin/Bikunin Precursor), et d’une ou deux chaines lourdes encodées par les geénes
de la famille /TIH (Inter-o+Trypsin Inhibitor Heavy Chain). Cette famille est composée de 5
genes paralogues organisés en deux clusters génomiques : ITIHI, ITIH3 et ITIH4 situés en
3p2.11-12, ITIH2 et ITIHS en 10p14-15 chez ’Homme.
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Figure 25. La famille de protéines ITI : des génes aux glycoprotéines. Les genes /7T/H sont
organisés en 2 clusters génomiques situés en 3p2.11-12 (ITIHI, -3 et -4) et 10p14-15 (ITIH2
et -5) et codent pour les chaines lourdes des protéines ITI. Aprés maturation des précurseurs
polypeptidiques (HxP) par plusieurs clivages protéolytiques, les chaines matures (Hx) —
exceptée ITIH4 - s’associent de manicre covalente a la bikunine, chaine 1égere encodée par le
gene AMBP (Alpha-1-Microglobulin (odm)/Bikunin Precursor), via une chaine de
chondroitine sulfate (ligne courbe). Une analyse de la séquence protéique d’ITIHS révele un
site de clivage de I’extrémité C-terminale semblable a celui-ci des protéines ITIHI, -2 et -3,
laissant supposer un clivage effectif de cette extrémité et une association subséquente a la
bikunine (modifié d’apres (Bost et al., 1998)).
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Figure 26. ITIH5 chez ’Homme : structure génomique, ARNm alternatifs et protéines
correspondantes. Trois ARNm alternatifs du gene [T/H5 permettent la production
d’isoformes protéiques différant par les modules qu’elles comportent. Zone hachurée violet =
domaine VIT ; Zone hachurée orange = domaine VWA ; Zone noire = séquence de clivage.

144



Synthétisées au niveau hépatique a ’état de précurseurs polypeptidiques (Bourguignon et
al., 1989) puis véhiculées par la circulation systémique en interaction avec des protéines
chaperons plasmatiques, seules les protéines ITIHI, -2 et -3, ont ét¢ démontrées capables de
se lier a la bikunine de fagon covalente, a 1’issue de multiples modifications post-
traductionnelles (Figure 25). La présence a I’extrémité C-terminale d’ITIHS d’une séquence
en acides aminés proche de celle du site de clivage des autres chaines lourdes ITIHI1, -2 et -3
laisse supposer qu’ITIHS est également susceptible de s’associer a la bikunine.

Initialement définies par leur activité inhibitrice de protéases, les protéines ITI semblent
exercer un réle majeur dans la stabilisation de la matrice extracellulaire (pour revue (Salier et
al., 1996)). Cet effet, qui dépend de 1’association covalente des protéines ITI avec 1’acide
hyaluronique qu’elles organisent en une structure matricielle (Chen et al., 1994), a été
démontré dans des mécanismes physiologiques, tels que la maturation ovocytaire, ainsi que

pathologiques comme les processus inflammatoires (Zhuo ef al., 2001).

2-2) Description du profil d’expression spatio-temporel d’/tih5 chez la souris

Récemment caractérisé¢ (Himmelfarb et al., 2004), le géne ITIHS, qui comporte 16
exons, a été défini comme appartenant a la famille /77/H sur la base d’alignements de
séquences protéiques. La protéine correspondante contient en effet deux domaines particuliers
retrouvés chez tous les membres connus de la famille ITIH : un domaine VIT (Vault protein
Inter-o-Trypsin) de fonction inconnue et un domaine vVWA (von Willebrand type-A) capable
de lier certains composants de la matrice extracellulaire (Colombatti and Bonaldo, 1991).

Une analyse bio-informatique du gene [7/H5 humain via le serveur NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) montre que celui-ci est sujet a des événements d’épissage

alternatif aboutissant a la formation de trois ARNm possibles (Figure 26). Les protéines
correspondantes, qui contiennent toutes le domaine vWA, different par la présence ou non du
domaine VIT a leur extrémité N-terminale et du site de clivage protéolytique a leur extrémité
C-terminale, suggérant des fonctions différentes entre isoformes.

Aucune étude n’a a ce jour véritablement approché la fonction d’/77TH5. Néanmoins, ses
découvreurs ont observé une diminution de son expression liée a une hyperméthylation de son
promoteur dans des cas de cancers du sein, suggérant qu’/7/H5 est un gene suppresseur de

tumeurs (Himmelfarb ez al., 2004; Veeck et al., 2008).
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Figure 27. Etude par RT-PCR quantitative du profil d’expression d’I#ih5
dans le foie et le tractus génital femelle au cours de I’embryogenése chez la
souris. L’expression du geéne /tih5 augmente au cours de la mise en place et de la
différenciation du tractus génital femelle et est environ 5 fois supérieure a celle du
foie a 18,5 jours de gestation. Par ailleurs, une telle dynamique d’expression n’est
pas retrouvée au cours de l’organogencse hépatique, suggérant un role
prépondérant d’/¢ih5 au cours du développement des voies génitales internes chez
I’embryon femelle.
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Dans I’objectif de corroborer notre hypotheése selon laquelle le géne ITITHS5 est un geéne
candidat du syndrome MRKH, une étude préliminaire de son profil d’expression spatio-
temporel a été conduite au cours du développement du tractus génital interne chez la souris.
Cette analyse reposant sur les techniques précédemment introduites de RT-PCRq et
d’hybridation in situ sur organes isolés (Cf. 1°° partie), les protocoles expérimentaux mis en

ceuvre ne seront donc pas détaillés.

2-2-1) Quantification par RT-PCRq du niveau d’expression d’/#ih5 au cours de la mise
en place et de la différenciation du tractus génital interne femelle.

L’analyse de I’expression d’/tih5 au cours du développement embryonnaire des voies
génitales internes femelles a été réalisée par RT-PCR quantitative a ’aide d’amorces
oligonucléotidiques s’hybridant dans les exons 2 et 4 du géne et dont les séquences (5°-3")
sont les suivantes : TGAAGACCAGGAGGCTGAGTTC et CACCCCGATACACGCTGTC.
Les valeurs sont normalisées par rapport au niveau d’expression du géne Hprtl considéré
comme invariant.

Les résultats obtenus (Figure 27) montrent que le niveau de transcription du géne [tih5
augmente de fagon relativement importante entre 11,5 jours et 18,5 jours de gestation, la
quantit¢ relative d’ARNm étant multipliée par un facteur 5 entre ces deux stades
développementaux. On constate en outre que son niveau d’expression au stade 18,5 jpc est
environ 5 fois supérieure a celle du foie au méme stade. Cette expression dynamique, qui
n’est pas retrouvée dans le foie en cours de développement, n’est pas non plus constatée pour
le géne [tih2 (données provenant de K. Morcel, thése de science 2009). Cette derniére
observation suggere que les geénes [Itih5 et Itih2, en orientation inverse dans les génomes
humain et murin, sont soumis a des régulations transcriptionnelles distinctes liées a des
séquences régulatrices vraisemblablement différentes au sein de leur promoteur respectif.

Cet aspect dynamique de I’expression d’/zih5 au cours de I’embryogenése suggere que ce
gene est important pour le développement normal du tractus génital femelle, une hypothése
renforcée par 1’observation d’un niveau d’expression locale bien supérieur a celui du foie
embryonnaire pourtant considéré comme le lieu de synthése majeur des protéines ITL

Ces premieres données vont dans le sens de notre hypotheése initiale selon laquelle le géne
ITIHS est bel et bien un gene candidat du syndrome MRKH, i.e. dont I’haploinsuffisance

provoque une aplasie utéro-vaginale congénitale.
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Figure 28. Itih5 est spécifiquement exprimé dans la partie antérieure des
dérivés miillériens en cours de différenciation. A, B) Vues ventrales de tractus
urogénitaux femelles isolés au stade 17,5 jpc hybridés respectivement avec une
ribosonde sens et une ribosonde antisens spécifiques d’Itih5. L’analyse par
hybridation in situ de D’expression du gene Itih5 révele un marquage trés
spécifique de la partie craniale des canaux de Miiller (B, fleche rouge) apres
17,5 jours de gestation. Cette expression extrémement localisée suggere fortement
que les produits de ce géne sont impliqués dans le processus de différenciation du
tractus génital interne femelle.
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2-2-2) Caractérisation de I’expression spatiale d’/¢ih5 par HIS

Afin d’obtenir des informations sur les territoires précis d’expression d’/tih5 dans le
tractus urogénital femelle en cours de développement, des expériences d’hybridation in situ
sur des tractus urogénitaux isolés ont été réalisées a 1’aide d’une ribosonde marquée par la
digoxygénine et couvrant les exons 2, 3 et 4 du geéne Itih5. Les résultats présentés ici sont le
fruit d’un travail mené en collaboration avec K. Morcel lors de sa thése, au cours d’une étude
plus complete a laquelle j’ai contribué.

Cette étude d’expression d’/tih5 montre un marquage tres spécifique de la partie craniale
des dérivés miillériens au stade 17,5 jpc (Figure 28), i.e. lors du processus de différenciation
des voies génitales internes femelles. L’identité précise des cellules exprimant Itih5 reste
inconnue malgré des expériences d’hybridation in situ sur coupes d’embryon. Aucune autre
structure urogénitale ne semble exprimer ce gene, le marquage observé au niveau de la vessie
étant vraisemblablement 1ié a la propension des ribosondes a se fixer aux tissus 1ésés lors de la

microdissection.

Cette expression trés localisée d’/tih5 au sein des structures antérieures des canaux de
Miiller en cours de développement est un indice de plus quant a I’importance supposée de ce

gene dans les mécanismes de différenciation génitale chez la femelle.

D) Discussion - perspectives

Longtemps sujet a controverses, il est admis désormais que 1’étiologie du syndrome
MRKH est d’origine génétique. Au début de notre étude, 1’absence d’altérations génomiques
décrites comme associées a 1’aplasie utéro-vaginale, ainsi que le coté incertain d’une stratégie
de type géne candidat (van Lingen ef al., 1998a; van Lingen ef al., 1998b; Resendes ef al.,
2001; Burel et al., 2006), nous ont conduits a mettre en ceuvre approche plus globale, en
ciblant des loci candidats plutdt que des génes. L hypotheése de départ sur laquelle se fonde
notre étude est que le syndrome MRKH est génétiquement lié au DGS, ces deux syndromes
présentant des caractéres phénotypiques chevauchants. La recherche d’anomalies génomiques
sur une large cohorte de patientes atteintes par le syndrome MRKH nous a permis d’observer
des microdélétions hémizygotes au sein des régions critiques du DGS, confortant notre
hypothése d’un lien étiologique entre ces deux syndromes. L’étude d’une population saine
(sans pathologie connue) n’a révélé aucun polymorphisme délétionnel dans ces mémes

régions, suggérant fortement que les microdélétions identifiées sont bien pathogéniques.
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Les malformations diagnostiquées dans ces deux syndromes atteignent des structures
anatomiques dérivées du mésoderme intermédiaire. L’association non aléatoire de ces
anomalies congénitales s’explique donc probablement par une atteinte mésodermique trés
précoce (Wulfsberg and Grigbsy, 1990). Etant donné I’aspect phénotypiquement trés variable
du syndrome MRKH, il est trés probable que I’impact de cette affection mésodermique
dépende non seulement de la nature de cette altération génétique mais également du fond

génétique spécifique a chaque individu.

L’analyse des régions microdélétées identifices chez des individus non apparentés atteints
du syndrome MRKH nous a permis de définir plusieurs genes candidats inclus dans ces
microdélétions et dont I’haploinsuffisance pourrait étre responsable de 1’aplasie utéro-
vaginale congénitale.

Le geéne FAT, inclus dans la délétion de la région 4q34-qter identifiée chez une mere et sa
fille, apparait comme un candidat possible (Bendavid ef al, 2007). En effet, ce géne
suppresseur de tumeur exerce plusieurs fonctions essentielles, notamment dans les
interactions entre cellules (Dunne et al., 1995; Tanoue and Takeichi, 2005) mais également
dans les mécanismes de tubulogenése (Castillejo-Lopez et al, 2004). Particulierement
importants au cours du développement embryonnaire, ces deux processus cellulaires, s’ils
sont altérés, pourraient compromettre la différenciation des canaux de Miiller et aboutir a une
aplasie utéro-vaginale. De plus, I'haploinsuffisance du géne FAT pourrait également rendre
compte du cancer gynécologique particulicrement rare dont est affectée la meére de notre
patiente (cancer des trompes) et qui, de plus, s'est déclaré de facon contemporaine dans les
deux trompes, suggérant un mécanisme non aléatoire mais plutdt lié a un fond génétique
particulier.

Concernant la microdélétion de la région 8p23.1, aucun des génes emportés ne parait a
priori pouvoir étre impliqué dans I’apparition du syndrome MRKH. Un microARN, MIR597,
assigné récemment dans cette région pourrait constituer un candidat potentiel. Il a en effet été
montré que I’inactivation conditionnelle dans les cellules du mésenchyme péri-miillérien de la
ribonucléase Dicer, nécessaire a la synthése des microARN, provoque des défauts de
différenciation du tractus reproducteur femelle, indiquant un réle important des microARN
dans ce processus (Hong ef al., 2008; Gonzalez and Behringer, 2009). Plus généralement, les
microARN sont impliqués dans la régulation des mécanismes développementaux et de

différenciation (Suh et al., 2004). Le microARN MIR124-1, également présent dans la région
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8p23.1 microdélétée, n’est exprimé a priori que dans le cerveau et n’est donc pas retenu
comme candidat.

Le cas de la microdélétion identifiée au sein de la région 10p14-15.1 est particulier
puisque sa délimitation nous a permis d’observer qu’elle n’affecte qu’un seul gene, ITIHS,
dans sa partie codante. L’étude par RT-PCRq du profil d’expression temporel de ce gene
candidat au syndrome MRKH a montré que son expression augmente fortement au cours du
développement des canaux de Miiller. Des expériences complémentaires d’hybridation in situ
ont permis de localiser cette expression a I’extrémité antérieure des canaux miillériens. Ces
observations nous confortent dans I’hypotheése que le gene I7/HS joue un rdle important au
cours de la différenciation des canaux de Miiller et qu’il pourrait étre impliqué dans la
survenue d’une aplasie utéro-vaginale en cas d’haploinsuffisance. La prochaine étape
consistera en 1’inactivation fonctionnelle du gene /¢ih5 chez la souris afin de confirmer ce rdle
puis, en cas de reproduction expérimentale du syndrome MRKH chez la souris, d’analyser les
mécanismes développementaux défectueux.

Enfin, la délétion caractérisée en 22q11.21 chez un feetus, atteint du syndrome MRKH et
présentant plusieurs autres malformations congénitales, corrobore des observations rapportées
dans la littérature faisant état d’une association entre 1’aplasie utéro-vaginale et la
microdélétion de cette région (Cheroki et al., 2006; Sundaram et al., 2007; Uliana et al.,
2008). La zone minimale commune de ces microdélétions correspond a celle retrouvée
communément dans le « chromosome 22q11.2 deletion syndromes », suggérant que I’aplasie
utéro-vaginale fait partie du spectre cliniquement trés variable de malformations associées a
une délétion hémizygote de cette région chromosomique.

En résumé, la constatation d’un chevauchement des spectres phénotypiques du syndrome
MRKH et du DGS nous a conduits a I’identification de microdélétions affectant des régions
communes dans ces deux syndromes. Cette observation suggere (1) qu’ils constituent un
syndrome de genes contigus ou (2) que D’aplasie utéro-vaginale fait partie intégrante de
syndromes délétionnels dont les manifestations cliniques sont trés variables d’un individu a
I’autre. D’apres les résultats de notre étude, il semble que ces deux alternatives ne sont pas
exclusives, le choix entre I'une ou 1’autre de ces conditions dépendant probablement de la

région génomique considérée.

La mise en place du réseau PRAM de recherches cliniques nous a ainsi permis, outre de
fédérer les compétences de cliniciens et de généticiens autour cette problématique, de réaliser

I’étude génétique du syndrome MRKH sur une cohorte importante de patientes et de
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caractériser quatre microdé€létions distinctes, trés probablement pathogéniques. Bien qu’il ne
soit pas formellement exclu que cette pathogénicité soit liée a une altération transcriptionnelle
des genes situés au voisinage de ces microdélétions, une hypothese déja avancée pour d’autres
pathologies humaines (Elizondo et al., 2009), plusieurs génes inclus dans ces microdélétions
sont apparus comme des candidats potentiels de ce syndrome. Dans ce cadre, le géne ITIHS se
révele notamment trés prometteur.

Aucune altération génomique n’ayant été¢ décelée par MLPA chez une trés grande
majorité de patientes intégrées a 1’étude, il semble nécessaire de mettre en ceuvre des
techniques de dosage génique permettant de cribler I’ensemble du génome. Dans cette
optique, I’hybridation génomique comparative sur puce apparait une technique de choix dans
la recherche de nouvelles délétions mais également dans la délimitation plus précise des
régions d’ores et déja identifiées. En absence de toute altération du nombre de copies des
régions déja candidates ou a venir, la recherche de modifications de I’organisation génomique
au niveau de ces loci (inversion, translocation) par FISH ou Southern blot pourrait se révéler
trés informative. Cette stratégie, associée a une cohorte de patientes sans cesse grandissante,
devrait nous permettre 1’établissement de corrélations génotype/phénotype solides
indispensables aux cliniciens, et nous mener a I’identification de nouveaux genes candidats

potentiellement impliqués dans le syndrome MRKH.
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Conclusion

osénerale
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Conclusion générale

Cette étude portant sur les mécanismes moléculaires et cellulaires du développement
du tractus reproducteur femelle s’est appuyée sur une stratégie mélant recherche fondamentale
et recherche clinique, dans I’objectif d’identifier de nouveaux geénes impliqués dans le
développement normal et dans les processus pathogéniques a 1’origine de malformations

congénitales de cet organe.

Les résultats présentés dans la premicre partie de ce manuscrit, au cours de 1’étude du
développement sexuellement dimorphique du tractus génital interne chez la souris,
soutiennent les multiples observations rapportées dans la littérature démontrant le réle majeur
de la voie de signalisation Wnt dans ce processus développemental. Dans ce cadre, nos études
ont montré que différentes isoformes protéiques du gene m7Tcf712, générées par épissage
alternatif, sont exprimées au cours de ce processus. Plus particulierement, certains produits de
ce gene ont été détectés dans les canaux de Miiller chez I’embryon femelle, suggérant
fortement que cet effecteur terminal de la voie Wnt/B-caténine, par ses propriétés de co-
facteur transcriptionnel, participe a la régulation des mécanismes de différenciation des
ébauches embryonnaires des voies génitales internes femelles. Des études fonctionnelles sont
maintenant requises afin de déterminer, en fonction d’un tissu ou d’un type cellulaire donné,
le role précis de ces différentes isoformes dans les mécanismes moléculaires et cellulaires
impliqués dans la mise en place du tractus reproducteur et son développement sexuellement
dimorphique. Les diverses fonctions cellulaires possibles des isoformes protéiques de
mTcf712 pourraient survenir a différents niveaux : détermination cellulaire, contrdle de la
balance prolifération/différenciation et survie/apoptose, modulation de la morphologie
cellulaire et de I’adhésion... Il est a noter que ces mécanismes cellulaires nécessitent d’étre
précisément et spécifiquement régulés au cours du processus de tubulogenése, fondamental
pour générer les structures tubulaires des tractus génitaux internes male et femelle, ainsi que
les reins et les testicules. Il semble que dans ce cadre nous ayons apporté des éléments

supplémentaires.
Le deuxieme axe développé en parallele de I’étude menée chez la souris a consisté en la

recherche des causes génétiques du syndrome MRKH sur une cohorte de patientes

volontaires, recrutées dans le cadre d’un réseau national de recherches cliniques. La
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description précise par les cliniciens du réseau des différentes malformations associées a
I’aplasie utéro-vaginale congénitale chez ces patientes a permis de constater un
chevauchement phénotypique entre le syndrome MRKH et le syndrome de DiGeorge (DGS),
suggérant un lien étiologique entre ces deux syndromes polymalformatifs d’origine
multigénique. La mise en ceuvre de différentes techniques de dosage génique (MLPA,
MP/LC, aCGH) nous a permis de caractériser, chez quatre patientes non apparentées, quatre
microdélétions hémizygotes au sein des régions critiques du DGS : 4q34-qter, 8p23.1, 10p14-
15.1, 22ql1.21. Cette observation suggere que ces deux pathologies malformatives
correspondent & une seule et méme entité clinique phénotypiquement trés variable ou
constituent des syndromes dits de genes contigus, ces deux hypothéses pouvant s’avérer
valables et dépendre de la région génomique considérée. L’analyse des génes emportés par
ces microdélétions, dont I’haploinsuffisance potentielle serait responsable d’une atteinte
mésodermique précoce a I’origine des multiples malformations observées, nous a conduits a
I’identification d’IT/IH5 comme geéne candidat au syndrome MRKH. Les résultats
préliminaires obtenus par 1’étude de son profil d’expression spatio-temporel chez la souris
renforcent notre hypothese selon laquelle le geéne /77HS5 joue un role spécifique au cours de la
différenciation des canaux de Miiller, son expression étant en outre particulierement élevée
dans cet organe. Son inactivation fonctionnelle sur le modele murin sera la prochaine étape
dans la validation de son implication dans le développement des voies génitales internes

femelles.

En résumé, la mise en place du tractus génital interne femelle repose sur la coordination
précise de mécanismes moléculaires et cellulaires impliquant une multitude de genes et de
voies de signalisation interdépendants. Le développement de stratégies associant recherche

fondamentale et clinique devrait permettre, a I’avenir, de mieux définir la cascade

d’événements moléculaires régulant ce processus développemental.
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ABREVIATIONS

aCGH array Comparative Genomic Hybridization
ADN Acide DésoxyriboNucléique

ADNCc Acide DésoxyriboNucléique complémentaire
ADNg Acide DésoxyriboNucléique génomique
AMH Anti-Miillerian Hormone

ARN(m) Acide RiboNucléique (messager)

BCBD Beta-Catenin Binding Domain

BET Bromure d'EThidium

BRA Bilateral Renal Agenesis

BSA Bovine Serum Albumin

CHX CycloHeXimide

Da Dalton

DDRT-PCR Differential Display Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction
DGCR2 DiGeorge Critical Region 2

DGS DiGeorge Syndrome

DMSO DiMéthylSulfOxyde

dNTP désoxyribiNucléotide Tri-Phosphate

DTT Dithiothréitol

EDTA Ethylene Diamine Tetra Acetic acid

FISH Fluorescent In Situ Hybridization

HDR Hypoparathyroidism Deafness Renal dysplasia syndrome

HRA Hereditary Renal Adysplasia

HIS Hybridation in situ

HMG High-mobility Group box

HRA Hereditary Renal Adysplasia

ITIHS Inter-a-Trypsin Inhibitor Heavy chain precursor 5

jpc jour(s) post-coitum

1pp jour(s) post-partum

kb kilobase

kDa kiloDalton

Mb Mégabase

min minute

MLPA Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

MRKH Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser (Syndrome de)

MURCS MUllerian duct aplasia, unilateral Renal aplasia, and Cervicothoracic Somite
dysplasia

NLS Nuclear Localization Signal

NMD Nonsense-Mediated Decay

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man

ORF Open Reading Frame

pb paire(s) de bases

PBS Phosphate Buffer Saline

PBT Phosphate Buffer Saline-Tween 20

PCR(q) Polymerase Chain Reaction (quantitative)

PRAM Programme de Recherche sur les Aplasies Miillériennes

Puro Puromycine

QMPSF Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent fragments
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RT-PCR Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction
RT-PCRq Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction quantitative

Tcf712 T-cell-specific transcription factor 7-like 2

Tcf/Lef T-cell-specific transcription factor/Lymphoid enhancer binding factor
TBE Tris-acide Borique-EDTA

TE Tris-EDTA

URA Unilateral Renal Agenesis

UTR UnTranslated Region

A% Volt

Wnt Wingless and Int-1

La dénomination des génes est celle recommandée par le HGNC (HUGO gene nomenclature
committee) disponible sur le site www.genenames.org/.
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RESUME

La mise en place et la différenciation du tractus génital femelle est un processus
développemental complexe. Les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans ce
processus sont régis par de nombreux genes et voies de signalisation, entre lesquels les
interactions sont multiples. Leur connaissance précise est d’une grande importance d’un point
de vue clinique pour la compréhension des mécanismes pathogéniques a 1’origine de
malformations congénitales. Inversement, 1’étude génétique des syndromes malformatifs
affectant le tractus reproducteur féminin contribue a la définition des cascades génétiques
régulant la mise en place de cet organe essentiel. Dans ce cadre, deux axes de recherche, ’'un
fondamental, I’autre clinique, ont été suivis dans cette étude.

Dans la premiere approche, le role du gene m7Tcf7I2 a été étudié au cours du
développement des voies génitales internes male et femelle chez la souris. Ce geéne, codant
pour un co-facteur transcriptionnel de la voie de signalisation Wnt, est soumis a de nombreux
événements d’épissage alternatif menant a la synthése de plusieurs isoformes protéiques. La
caractérisation de son expression dans les canaux de Miiller (ébauches embryonnaires des
voies génitales internes femelles) en cours de différenciation indique qu’il pourrait étre
impliqué dans la régulation transcriptionnelle de geénes cibles lors de ce processus.
L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette étude suggere que les produits du géne
mTcf712 participent au développement sexuellement dimorphique du tractus génital interne.

La seconde partie concerne une étude génétique menée sur une cohorte de patientes
atteintes du syndrome d’aplasie utéro-vaginale congénitale, dit syndrome de Mayer-
Rokitansky-Kiister-Hauser (MRKH). Cette ¢tude nous a conduits a caractériser, chez quatre
patientes non apparentées, quatre microdélétions au sein des régions critiques du syndrome de
DiGeorge, une pathologie malformative congénitale dont le spectre de malformations
chevauche celui du syndrome MRKH. La question d’une seule et méme entité clinique aux
manifestations phénotypiques trés variables, ou d’un syndrome dit de génes contigus selon les
cas, peut se poser. La délimitation précise de 1’'une de ces microdélétions a abouti a la
définition d’un gene candidat, /TTHS5, dont les études préliminaires de profil d’expression chez
la souris suggerent qu’il joue un réle trés important lors du processus de différenciation des

canaux miillériens.



