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Résumé

Le processus de maturation des spermatides, la spermiogénese, est unique en de nombreux
points et implique des réorganisations majeures des différents compartiments cellulaires.
Pendant les stades de spermatides allongées et condensées, ce processus inclut notamment
une compaction drastique du génome paternel qui sera transmis a la future descendance. Lors
de ce processus la quasi-totalité des histones est enlevée et celles-ci sont remplacées par des
protéines spécifiques, les protamines, qui s'associent au génome paternel et le compactent
dans les spermatozoides matures. Ce processus de réorganisation est essentiel afin d’éviter
des dommages a '’ADN avant et pendant la fécondation et afin qu’un épigénome paternel
spécifique soit correctement transmis a la descendance. Les mécanismes de réorganisation de
la chromatine font tout d’abord intervenir une vague d’hyperacétylation des histones qui
induit ensuite leur enlevement. L'incorporation de H2A.L.2, un variant spécifique du testicule,
va permettre au nucléosome d’adopter une structure plus ouverte et permettre I'invasion de
I’ADN par les protéines de transition qui controlent le recrutement des protamines et leur
incorporation dans le génome paternel. La protamine-2 est synthétisée sous forme d’un
précurseur immature qui nécessite d’étre clivée pour étre correctement intégrée a I’ADN.
Cependant, le réle fonctionnel de la maturation de la protamine-2 dans la spermatogeneése
normale et son implication dans I'infertilité n’ont pas été explorées. Mon travail de these vise
a caractériser cette maturation a I'aide d’un anticorps spécifique de la pré-Prm2. Nous avons
démontré qu’il y avait une accumulation de pré-Prm2 dans plusieurs modéles de souris ou il y
avait un défaut dans le processus de transition des histones vers les protamines et que le
processus de maturation était donc lié au processus d’enlévement des histones. Nous avons
également pu démontrer que I'action des protéines de transition et des protamines est
complétement simultanée et que les deux protéines interagissent. En outre, I'anticorps
spécifique de la pré-PRM2 humaine montre qu’il y a une rétention de pré-PRM2 chez certains
patients infertiles et que cette rétention est corrélé a des défauts de compaction de I’ADN, de
formation de I'acrosome et de mobilité spermatique. Enfin, a partir d’'un certain seuil
d’accumulation aberrante de pré-PRM2, le taux de fécondation est diminué. En conclusion,
cette étude a montré qu’une mauvaise maturation de la PRM2 a des conséquences sur le
génome male, et que cet outil pourrait apporter des informations essentielles en clinique
humaine dans |’avenir.

Réorganisation de la chromatine, Spermatogenése, Protamine-2, Maturation, Infertilité






Abstract

The process of sperm maturation, spermiogenesis, is unique in many ways and involves major
reorganizations of the different cellular compartments. During the elongated and condensed
spermatid stages, this process includes a drastic compaction of the paternal genome that will
be transmitted to the future offspring. During this process almost all histones are removed
and replaced by specific proteins, the protamines, which associate with the paternal genome
and compact it in the mature spermatozoa. This reorganization process is essential to avoid
DNA damage before and during fertilization and to ensure that a specific paternal epigenome
is correctly transmitted to the offspring. The mechanisms of chromatin reorganization first
involve a wave of histone hyperacetylation, which then induces their removal. The
incorporation of H2A.L.2, a testis-specific histone H2A variant, allows the nucleosome to adopt
a more open structure and allows the invasion of the nucleosome by transition proteins that
control in turn the recruitment of protamines and their incorporation into the paternal
genome. Protamine-2 is synthesized as an immature precursor that requires multiple
cleavages to be properly assembled on DNA. However, the functional role of protamine-2
maturation in normal spermatogenesis and its implication in infertility have not been
explored. My thesis work aims to characterize this maturation process using a specific
antibody against Pre-Prm2. We demonstrated that there was an accumulation of Pre-Prm2 in
several mouse models, with defects in the histone-to-protamine transition process and that
the maturation process was therefore related to histone removal. We were also able to
demonstrate that the transition proteins and the protamines act simultaneously and that the
two proteins interact with each other. Furthermore, the use of the antibody specific to human
Pre-PRM2 shows that there is retention of Pre-PRM2 in some infertile patients and that this
retention correlates with defects in DNA compaction, acrosome formation and sperm motility.
Finally, from a certain threshold of aberrant accumulation of Pre-PRM2, the fertilization rate
is decreased. In conclusion, this study has shown that poor maturation of PRM2 has
consequences on the male genome organization, and that this tool could provide essential
information in the human clinic in the future.

Chromatin reorganization, Spermatogenesis, Protamine-2, Maturation, Infertility
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INTRODUCTION






. Structure et fonction de la chromatine

1- Structure de la chromatine

1-1. Découverte de la chromatine

La découverte de la chromatine en tant que telle aura nécessité de nombreuses découvertes
qui se seront étalées sur plusieurs décennies (Figure 1).

Dans un premier temps, les bases théoriques de la génétique furent établies par G. Mendel
qui propose en 1866 que les caractéristiques des étres vivants soient gouvernées par une
double commande, deux alleles en somme, et qu’une seule des deux soit transmise au
descendant par chacun des parents (Mendel, 1866).

Ce n’est que quelques années plus tard que débutent les découvertes concernant le support
de I'hérédité. En effet, en 1871, F. Miescher parvient a isoler des noyaux de leucocytes de
patients atteints d’infection purulente et y découvre une nouvelle substance riche en
phosphore et en azote qu’il nommera nucléine (Miescher, 1871).

C'est ensuite en 1882 que W. Flemming inventera le terme de chromatine apres avoir mis en
évidence que dans le noyau se trouve une substance dense ayant tendance a fixer les
colorants basophiles, la traduction du terme grec khroma étant couleur. Celui-ci suggere que
la nucléine et la chromatine sont en réalité la méme entité. Grace aux progrés de la
microscopie, il identifie également les chromosomes métaphasiques et décrit les différentes
étapes de la mitose (Flemming, 1882).

A. Kossel poursuivra ces études et a partir de noyaux d’érythrocytes de poulet parviendra a
purifier une fraction basique associée a la nucléine, fraction protéique qu’il nommera histone.
R. Altmann séparera ensuite, en 1889, la nucléine en 2 fractions : une fraction protéique et
une fraction acide qu’il nommera acide nucléique. A. Kossel précisera la composition de I'acide
nucléique en démontrant la présence dans celle-ci de bases puriques et pyrimidiques, d’un
sucre et d’acide phosphorique (Kossel, 1911).

La théorie de I'hérédité de Mendel sera remise a jour par T. Boveri et W. Sutton qui,
indépendamment, développeront la théorie chromosomique, T. Boveri en étudiant le
développement embryonnaire de I'oursin (Boveri, 1902) et W. Sutton en observant pour la
premiere fois la méiose chez la sauterelle (Sutton, 1902). Leur théorie aura pour postulat que
les chromosomes sont les facteurs de I’'hérédité, théorie développée par G. Mendel.

Cette théorie sera trés contestée jusqu’en 1915, année a laquelle les travaux de T. Morgan
chez la drosophile viendront I'appuyer (Morgan, 1915).

En 1919, P. Levene met en évidence que le sucre en question est le désoxyribose et I'acide
nucléique est finalement dénommé ADN pour acide désoxyribonucléique (Levene, 1919).

Il a cependant fallu encore quelques années avant que I’ADN ne soit définitivement établi en
tant que support de I’hérédité.



F. Griffith découvrit en 1928 que des bactéries non pathogenes pouvaient le devenir si dans
leur milieu se trouvait des bactéries pathogénes mortes. Il a mis en évidence que si on injectait
les deux souches a des souris, celles-ci mouraient. Il appela cela « principe transformant ».
Ceci servit de base a O. Avery, C. MacLeod et M. McCarty qui montrerent en 1944 que I’ADN
est le support de I'hérédité. lls traiterent des extraits bactériens avec des protéases, une
ribonucléase ou une « dépolymérase a ADN » avant de les injecter aux souris, et constaterent
qgue seuls les extraits traités avec une « dépolymérase » a ADN devenaient incapables de
« transformer » (Avery, MaclLeod et al., 1944).

Dans un deuxieme temps, E. Chargaff démontra en 1950 que I’ADN est un polymére dont le
monomere est le nucléotide. Celui-ci est composé d’une base azotée, d’un sucre, le
désoxyribose et d’'un groupement phosphate. Il découvrit aussi que les bases azotées ne sont
pas présentes en quantités équimolaires et que cette proportion différe selon les organismes
(Chargaff, 1950).

A. Hershey et M. Chase conduisirent, en 1952, une série d’expériences sur des bactériophages.
Du soufre radioactif était incorporé dans la composante protéique du bactériophage ou du
phosphore radioactif était incorporé dans I’ADN de celui-ci. Ils montrérent grace a cela que
les bactéries contenaient de I’ADN radioactif a la suite de leur infection par un phage, ce qui
clotura définitivement le débat sur I'’ADN en tant que support de I'hérédité (Hershey and
Chase, 1952).

La structure de I’ADN en double hélice fut enfin mise a jour par J. Watson et F. Crick en 1953,
grace aux travaux de Rosalind Franklin, ce qui permit d’éclairer non seulement le fait qu’il
s’agissait d’'une macromolécule codante mais aussi et surtout, grace a la découverte de la
complémentarité des bases, les mécanismes moléculaires a la base des lois définis par Mendel
presque un siécle auparavant (Watson and Crick, 1953). L’ADN forme une structure en double
hélice composée de deux brins. Chaque brin comprend une succession de nucléotides et
chaque nucléotide est constitué d’un groupement phosphate, un sucre (le désoxyribose) et
une base azotée. Les bases Cytosine-Guanine et Adénine-Thymine s’apparient en formant des
liaisons hydrogenes ce qui stabilise la structure en double hélice de 'ADN (Figure 2A).

Par la suite, I'amélioration des techniques de Biochimie donna lieu a une meilleure purification
des histones, ce qui mit en lumiére leur incroyable conservation au sein de tous les eucaryotes.
Enfin, I’établissement du code génétique en 1961 par MW. Nirenberg permit de comprendre
qgue l'information génétique de I'ADN était déchiffrée en acides aminés (Nirenberg and
Matthaei, 1961).
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Figure 1 — Historique des grandes découvertes concernant la chromatine avec en gris les concepts, en bleu les
aspects cellulaires et en rouge les aspects moléculaires (Issue de Jost et al., 2012).



1-2. Le nucléosome : unité de base de la chromatine

Au vu de la taille considérable du génome chez les organismes eucaryotes, il est nécessaire
gue I’ADN soit considérablement compacté afin de pouvoir rentrer dans le noyau de la cellule.
Le premier niveau d’organisation est obtenu grace aux histones, la chromatine est en effet la
structure nucléoprotéique qui associe les histones avec I’ADN.

Bien que D.M. Phillips et E.W. Johns réussissent a identifier 5 histones majoritaires par
extraction acide en 1965 (Phillips et Johns, 1965), il faudra attendre les années 1970 pour qu’il
y ait un tournant dans la découverte de la structure de la chromatine.

Dans un premier temps R. Clark et G. Felsenfeld observerent en 1971 que certaines régions
de la chromatine étaient sensibles a une nucléase, signifiant que certaines régions de I’ADN
n’étaient pas recouvertes pas les histones (Clark and Felsenfeld, 1971).

Dans un deuxieme temps, l'usage accidentel d’'une endonucléase a permis de mettre en
évidence que la chromatine était constituée de sous-unités répétés (Hewish and Burgoyne,
1973).

Mais la premiére découverte majeure eut lieu en 1974 grace aux progrés en microscopie
électronique qui dévoila I'enchainement des unités en structure en « collier de perles » (Figure
2B) (Olins and Olins, 1974 ; Oudet et al., 1975).

C'est R. Kornberg qui identifia I'unité de base, composée de 4 paires d’histones associées a
environ 200 paires de bases d’ADN (Kornberg, 1974), et cette structure fut ensuite nommée
nucléosome par P. Chambon en 1975 (Oudet et al., 1975).

La premiére structure par cristallographie aux rayons X fut obtenue 3 une résolution de 7 A
par T.J. Richmond en 1984 (Richmond et al., 1984). La structure de I'octamére d’histones sera
ensuite proposée a une résolution de 3.1 A par E. Moudrianakis en 1991 (Arents et al., 1991).
Une structure de la particule de coeur a la résolution de 2.8 A fut obtenue en 1997 et enfin a
1.9 A en 2003 (Figure 2C) (Luger et al., 1997 ; Richmond and Davey, 2003).
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Figure 2 — Structure et composition de la chromatine.

A- Structure chimique de la molécule d’ADN (illustration de M. Price Ball). Celle-ci est composée de deux
chaines de polynucléotides, chaque nucléotide comprenant un groupement phosphate, un groupement
désoxyribose et une base azotée. Le squelette est composé des groupements phosphate et désoxyribose.
Les deux chaines sont liées grace a des liaisons hydrogénes entre les bases azotées A et T d’une part (deux
liaisons) et C et G d’autre part (trois liaisons).

B- Image de microscopie électronique dévoilant la structure de la chromatine « en collier de perles », avec a
droite des nucléosomes pris individuellement (issue de Olins et al., 2003).

C- Vue supérieure (gauche) et vue latérale de la structure cristallographique du nucléosome (issue de Luger et
al., 1997). La double hélice d’ADN entourant le nucléosome et contenant 146 paires de bases est représentée
en vert et marron. Les histones sont représentées en bleu (H3), rose (H2B), vert (H4) et orange (H2A).
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1- 2. a. Les histones de cceur

La particule de coeur comprend 4 paires d’histones H2A (14kDA), H2B (14kDA), H3 (15kDa) et
H4 (11 kDa), organisées en deux diméres H2A/H2B associés a un tétrameére H3/H4, autour
desquelles s’enroulent 146 paires de bases d’ADN. Le séquencage de ces protéines a permis
de mettre en évidence que ce sont de petites protéines trés conservées, leur taille variant de
100 a 130 acides aminés. De plus, ce sont des protéines tres riches en lysine et arginine ce qui
explique leur basicité et par conséquent leur affinité pour I’ADN. En effet, leur richesse en
lysine et arginine permet I'établissement de liaisons hydrogénes avec le groupement
phosphate du squelette de ’ADN. S’il y a aussi des contacts non polaires entre le désoxyribose
et les histones, il n’y a, par contre aucun contact entre les histones et les bases azotées, ce qui
permet d’assurer I'absence de spécificité de séquence.

Toutes les histones de cceur posseédent un domaine dit « histone fold » qui est la zone
globulaire centrale (Figure 3A). Cette zone globulaire est composée de 3 hélices a entre
lesquelles se trouvent 2 boucles flexibles (Figure 3B).

C'est grace a ce domaine que par des interactions de nature hydrophobe nommeées « poignées
de mains » (Figure 3C) s’établissent des hétérodiméres H2A-H2B et H3-H4 (Figure 3D).
L’octameére est ensuite composé de deux diméres H2A-H2B et un tétramére H3-H4 (Figure 3E).
Il est important de souligner le réle central de H3 car a la jonction des deux protéines H3 se
trouve un axe de symétrie du nucléosome. D’autre part, I’histone H3 est également a la
jonction avec les dimeres H2A-H2B (Luger et al., 1997).

Enfin, les parties N-terminale et C-terminale des histones se trouvent a I'extérieur du
nucléosome et peuvent faire I'objet de modifications post-traductionnelles. Ces modifications
interviennent dans I'établissement de la structure de la chromatine (Khorasanizadeh, 2004).
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Figure 3 — Structure du nucléosome.

A - Alignement des structures secondaires des histones (issue de Alberts et al., 2017).

B — Agencement en « Histone fold » (issue de Alberts et al., 2017). Les cylindres représentent des hélices a.

C - Structure en “poignée de mains” entre 2 « histones fold » (issue de Alberts et al., 2017).

D — Structures d’un dimére H2A-H2B et d’un tétramére H3-H4 (issue de Mattiroli et al., 2015).

E — Structure finale du nucléosome avec I’ADN entourant I'octameére d’histones. Ici H2A est en rouge, H2B en
jaune, H3 en vert et H4 en bleu. Les parties N-terminales des histones se trouvent a I'extérieur du nucléosome
(issue de Alberts et al., 2017).

1-2.b. L’histone de liaison

La cinquieme histone est |I'histone H1, dont 10 isoformes ont été découvertes a ce jour (H1.1
a H1.5, H1°, H1t, H1T2, HILS, Hlo0). Celle-ci a été découverte en 1978, lorsque R. Simpson
réalisa une digestion ménagée de la chromatine, permettant d’obtenir un « chromatosome »
c’est-a-dire une particule de cceur de nucléosome avec une histone de liaison (Simpson, 1978).
Plusieurs isoformes, H1t, H1T2 et HILS, sont des isoformes spécifiques du testicule.

La structure des histones de liaison est différente des histones canoniques : I’histone de liaison
possede une partie N-terminale courte enrichie en lysine, un domaine globulaire central et
une longue partie C-terminale sans structure particuliere mais fortement chargée
positivement. La seule partie trés conservée est le domaine central qui contient un motif dit
« wing-hélice » qui se positionne a I'entrée et a la sortie des deux ADNs de liaison. En se liant
aux ADNs de liaison le domaine central jouerait un réle essentiel de stabilisation de la
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structure. Le domaine C-terminal ne se lierait qu’a un des deux ADN de liaison et induirait une
asymétrie du nucléosome, ce qui jouerait un role indispensable a I'établissement des niveaux
supérieurs de compaction (Figure 4) (Bednar et al., 2017). Enfin, du fait de sa forte charge
positive, le domaine C-terminal permettrait de neutraliser les charges de I’ADN de liaison
auquel il est lié.

A la différence des histones de cceur, il estimportant de souligner que I'invalidation d’un géne
d’une histone de liaison n’est pas létale. Il existe, en effet, une certaine redondance entre les
histones de liaison, redondance qui a été mise en évidence a la suite d’invalidation de plusieurs
génes (pour revue : Khochbin, 2001). En revanche il y a dans ce cas des altérations de la
structure de la chromatine ce qui laisse supposer qu’il existe des mécanismes de régulation
entre les histones de liaison et la structure de la chromatine (Khochbin, 2001 ; Robinson et
Rhodes, 2006 ; Hergeth et Schneider, 2015).

W q
) Ctermma‘ c‘\ —

domain /\ H1
f globular
P 2 _domain

2

Open & flexible

Compact & rigid

Figure 4 — Structure du nucléosome avec I'histone de liaison (issue de Bednar et al., 2017).

En se liant aux deux ADN de liaison I’histone de liaison stabilise la structure. De plus le domaine C-terminal permet
d’induire une asymétrie en ne se liant qu’a un seul ADN, cette asymétrie étant nécessaire a I'établissement de
niveaux supérieurs d’organisation.

2- Organisation fonctionnelle de la chromatine

2-1. Niveaux d’organisation de la chromatine

Pour bien comprendre a quel point I’ADN doit étre organisé dans la cellule il est important de
souligner que dans une cellule humaine I’ADN mesure environ 2 m et doit tenir dans un noyau
moyen de 10 um ce qui fait un facteur de réduction de 2 x 10° (Holmes et Cozzarelli, 2000).

De plus, I'organisation se doit d’étre structurée suffisamment finement pour que la cellule soit
fonctionnelle, ce qui signifie que toutes les régions doivent rester accessibles si un gene doit
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étre transcrit. Mis a notre échelle cela équivaut en somme a faire rentrer de fagon organisée
14km de fil de péche dans une orange de 7 cm de diameétre !

Afin de répondre a cette exigence, plusieurs niveaux d’organisation sont donc nécessaires. Le
premier niveau est obtenu grace aux nucléosomes qui forment la structure en « collier de
perles » qui correspond a un nucléofilament de 11nm de diameétre, sachant qu’entre 2
nucléosomes se trouve quelques dizaines de paires de bases d’ADN (Figure 5A) (Felsenfeld et
Groudine, 2003).

Le deuxiéme niveau correspond a une fibre de 30 nm obtenue grace a l'interaction entre les
nucléosomes et plus particulierement grace a I’histone H1 qui interagirait avec I’ADN de liaison
et la particule de cceur des nucléosomes. Il existe cependant deux modeles pour cette fibre
de 30 nm et, a ce jour, la structure réelle n’a pas été résolue. Le premier modele serait que
deux nucléosomes successifs se retrouvent cOte a coéte pour former une structure en
solénoide ou hélice a un brin, tandis que le deuxiéme serait que les nucléosomes seraient en
contact avec les seconds nucléosomes et non pas le nucléosome adjacent pour former une
structure en zig-zag ou hélice a deux brins (Figure 5B). Des arguments pour chacun de ces
modeles ont été obtenus par cryo-microscopie (Dorigo et al., 2004; Robinson et al., 2006).
Les deux modeéles coexistent sans doute au sein de la cellule et correspondraient a différents
états fonctionnels : la chromatine serait plus compacte avec I'histone de liaison et plus
relachée sans histone de liaison, ce qui permettrait I'activité transcriptionnelle dans ces
régions (Robinson et Rhodes, 2006 ; Grigoryev et al., 2009).

Une étude plus récente montre que la structure cristallographique d’un hexanucléosome lié a
I’histone H1 formerait une hélice plate a deux brins qui, en présence de conditions salines
différentes, pourrait adopter une conformation torsadée, suggérant un possible mécanisme
de formation de la fibre de 30 nm (Figure 5C) (Garcia-Saez et al., 2018).

Les niveaux supérieurs d’organisation pourraient étre obtenus par repliements successifs et,
dans le cas des chromosomes métaphasiques, qui est le niveau de compaction le plus élevé,
la fibre de 30nm s’organiserait tout d’abord sous forme de boucles qui se replieraient le long
d’'une matrice centrale avant de s’enrouler en spirale (Figure 5A) (Felsenfeld et Groudine,
2003). Les différentes boucles formeraient des sous-domaines chromosomiques (Taddei et al.,
2004).

Cependant, a ce jour, les preuves expérimentales font défaut par manque de méthodes
d’investigation.
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Figure 5 — Les différents niveaux d’organisation de la chromatine.
A —Le nucléosome est |'unité de base de la chromatine, les nucléosomes s’organisent en « collier de perles ». Le
collier s’organise ensuite en fibre de 30 nm, fibre qui s’organise ensuite sous forme de boucles et qui par
repliements successifs génére le chromosome métaphasique, correspondant au niveau de compaction le plus
élevé. A droite se trouve I'échelle approximative des niveaux de compaction (issue de Felsenfeld et Groudine,

2003).
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B — Les différents modeles de la fibre de 30 nm : hélice a un brin avec interaction entre les nucléosomes adjacents
et hélice a deux brins avec interaction entre les nucléosomes n et n+2 (issue de Maeshima et al., 2010).

C— Modele récent suggérant la possibilité de passer d’'une hélice plane a deux brins a une hélice torsadée de 30
nm en fonction des conditions ioniques (issue de Garcia-Saez et al., 2018).
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2- 2. Domaines chromatiniens

Au sein du noyau, afin que la cellule soit fonctionnelle, la chromatine se doit d’étre organisée
en domaines fonctionnels. Ces domaines comprennent des génes qui ont des profils
d’expression différents. Ceux-ci furent pour la premiére fois mis en évidence en 1928 par E.
Heitz qui distingua 2 types de régions dans le noyau (Figure 6A) :
- Des zones peu colorées qu’il nomma euchromatine correspondant a une chromatine
relachée.
- Des zones plus denses qu’il nomma hétérochromatine correspondant a une
chromatine compacte.
Par la suite différents types de colorations sur les chromosomes en métaphase ont permis de
distinguer une alternance de bandes ayant des colorations distinctes (Craig et Bickmore,
1993):
- Des bandes répliquées tardivement en phase S, les bandes C et G qui correspondent a
I’hétérochromatine et qui sont plus denses (Figure 6B).
- Des bandes répliquées précocement en phase S, les bandes R qui correspondent a
I’euchromatine et qui sont moins colorées.

L’euchromatine correspond a des régions riches en genes actifs qui sont plus accessibles a la
DNase I. Ces régions pourraient étre dépourvues d’histone H1 et avoir par conséquent un
arrangement de nucléosomes moins réguliers. Certaines modifications d’histones sont
fréguemment retrouvées telles que I'acétylation des lysines (Strahl et Allis, 2000).

L'hétérochromatine peut étre subdivisée en 2 catégories qui sont |’hétérochromatine
facultative et I’hétérochromatine constitutive. L’'hétérochromatine facultative est dense et
donc peu favorable a I'activité transcriptionnelle, mais cet état est réversible. Ce sont donc
des régions contenant des genes. Un des exemples les plus connus est le corpuscule de Barr
qui correspond a la compaction sous forme d’hétérochromatine facultative d’un des
chromosomes X chez les mammiféres femelles afin de réprimer la transcription (Arthold et al.,
2011).

L'hétérochromatine constitutive regroupe plusieurs régions du génome qui sont les
télomeéres, les centromeéres et les régions péricentromériques. Celles-ci sont souvent
associées a la triméthylation de la lysine 9 de I'histone 3 (H3K9me3) (Guthmann et al., 2019).
Les chromocentres correspondent a l|'association au sein du noyau des régions
péricentromériques de plusieurs chromosomes. Ce sont des régions enrichies en séquences
répétées et appauvries en genes. Si ce sont des régions qui restent durablement sous forme
d’hétérochromatine et qui se transmettent ainsi a chaque division cellulaire, il n"empéche
gu’elles sont parfois transcrites de maniére transitoire 3 un moment donné. C'est le cas par
exemple au cours du développement embryonnaire précoce ou pour l'assemblage des
kinétochores durant la division cellulaires (pour revue Saha et Mishra, 2019). Cependant les
réles et les mécanismes exacts restent a ce jour pour la plupart incertains.
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Enfin, il est important de souligner gqu’en interphase la chromatine est organisée au sein du
noyau. Ainsi, les régions riches en génes actifs sont situées dans la partie interne du noyau
tandis que les régions d’hétérochromatine se situent a la périphérie (Dillon, 2004). D’autre
part, en fonction du type cellulaire, les chromosomes ne se situent pas au méme endroit au
sein du noyau puisque ce sont les plus actifs qui se situent a I'intérieur du noyau. Un exemple
est illustré par le chromosome 5 qui, chez la souris, se situe dans la partie interne du noyau
des cellules de foie alors qu’il se trouve dans la partie périphérique du noyau des cellules de
poumon (Parada et al., 2004). Le champ d’investigation d’organisation de domaines
chromosomiques en topologically associating domain (TAD) est a I’'heure actuelle en pleine
expansion.
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Figure 6 — Organisation de la chromatine en domaines distincts

A - Image de microscopie électronique de noyau de plasmocyte de moelle osseuse de cochon d’inde (issue de
Fawcett, 1981). L'hétérochromatine (He) apparait dense comparativement a I’euchromatine (Eu). Elle est située
en périphérie du noyau ainsi qu’au niveau du nucléole (Nu).

B — Caryotype humain aprés coloration au Giemsa montrant des bandes plus denses nommeées bandes G et
correspondant a I’hétérochromatine (issue de http://www.mun.ca)
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Il. Laspermatogenese chez les mammiféres

1- Description générale de la spermatogenese

La spermatogenése est le processus permettant la production et la différenciation des cellules
germinales males.

Les spermatozoides sont les seules cellules capables de quitter I'organisme paternel pour
transmettre I’ADN a la descendance. Ce processus est unique en de nombreux points et
notamment en matiére de réorganisation génomique car, afin d’éviter tout dommage et de
permettre un développement embryonnaire correct, I’ADN doit étre soigneusement
compacté et protégé jusqu’a la fécondation.

Chez tous les mammiféres la premiéere étape a lieu durant la vie embryonnaire et la deuxieme
démarre a la puberté. Entre ces 2 étapes, les spermatogonies traversent une phase de
qguiescence chez I’homme qui n’existe pas chez la souris.

Chez 'homme comme chez la souris, I'ectoderme extra-embryonnaire sécréte le facteur de
croissance BMP4 qui permet le développement des cellules germinales primordiales (CGPs) a
partir de I'épiblaste postérieur proximal (Dolci et al., 2015). Ces cellules vont ensuite migrer
tout en continuant a proliférer par mitoses jusqu’a coloniser les ébauches génitales. La
différenciation des gonades aura lieu a E12,5 chez la souris et commencera a la 7¢™® semaine
de développement embryonnaire chez 'lhomme.

L'implication de plusieurs génes dans la différenciation des gonades a été décrite chez la souris
et notamment I'expression du gene SRY, qui est un facteur de transcription. Celui-ci induit la
différenciation des cellules de Sertoli et donc initie le développement des testicules (Manku
et Culty, 2015). Ainsi a 12,5 jours de développement embryonnaire chez la souris, les cellules
de Sertoli sont différenciées et ont établi des jonctions entre elles. Elles englobent les CGPs
grace a des prolongements cytoplasmiques et forment ainsi des cordons testiculaires.

La premiére phase de la spermatogénése consiste en la multiplication des spermatogonies qui
donnent naissance aux spermatocytes. Celles-ci subissent deux divisons méiotiques et
deviennent des spermatides rondes (cellules haploides). Aprés la méiose, dans les
spermatides, un processus de maturation appelé spermiogénése se déroule impliquant des
réorganisations majeures des différents compartiments cellulaires. Pendant les stades de
spermatides allongées et condensées, ce processus inclut notamment une réorganisation et
une compaction drastique du génome paternel qui sera par la suite transmis a la future
descendance.
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2- Organisation du testicule

L'appareil reproducteur masculin comprend notamment deux testicules, des voies
spermatiques excrétrices (épididymes notamment) ainsi que des glandes annexes.

Les testicules ont deux fonctions :
- Une fonction exocrine qui est la production des spermatozoides.
- Une fonction endocrine qui est la synthese des androgenes.

Chez les mammiferes les testicules sont protégés par le scrotum, poche qui leur permet de
rester a une température inférieure a la température corporelle.

Cette température inférieure est nécessaire a la spermatogenese. De plus, les testicules sont
entourés d’une enveloppe rigide, la tunica albuginea ou albuginée, qui est un tissu conjonctif
fibreux (Figure 7).

L'intérieur du testicule est, quant a lui, divisé en lobules séparés par des invaginations de
I'albuginée. Il est abondamment vascularisé et comprend également des cellules produisant
les hormones stéroides, les cellules de Leydig.

Les lobules contiennent les tubes séminiferes qui sont le lieu de production des
spermatozoides. Les tubes séminiferes contiennent, quant a eux, les cellules germinales ainsi
qgue des cellules de soutien, les cellules de Sertoli.

Ces tubes ont une structure hélicoidale et convergent tous vers le rete testis, ou tous les
spermatozoides sont collectés pour étre ensuite délivrés a I'épididyme.

Enfin, afin de favoriser le mouvement des spermatozoides dans les tubes séminiféres se
trouve des cellules musculaires, les cellules myoides.
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Figure 7 — Structure du testicule (issue de Marieb, 2006).

Le testicule est le lieu de production des spermatozoides et est entouré d’un tissu conjonctif fibreux, I’albuginée.
L’intérieur est composé de nombreux lobules. Chaque lobule contient des tubes séminiféres ol sont produits les
spermatozoides et du tissu interstitiel, entre les tubes séminiféres. Les tubes séminiferes débouchent sur le rete
testis, réseau tubulaire ou la maturation des spermatozoides se poursuit. Ce réseau se poursuit en dehors du
testicule par les voies d’excrétion des spermatozoides, comprenant I'épididyme, un long conduit qui coiffe le
testicule, lui-méme en continuité avec le canal déférent. Les deux canaux déférents rejoignent |'urétre.

3- Les différentes phases de la spermatogenese

La spermatogenése comprend 3 étapes successives (Figure 8) :

- La spermocytogenése qui est une phase de prolifération des spermatogonies et de
différenciation des spermatocytes, encore appelée phase mitotique.

- La phase méiotique qui est une phase de division des spermatocytes qui donnent
naissance aux spermatides rondes.

- La spermiogéneése qui est une phase de différenciation des spermatides rondes en
spermatozoides, encore appelée phase post-méiotique.

Un cycle se déroule en 35 jours chez la souris et 74 jours chez ’lhomme. Il y a ensuite chez les
mammiféres une phase de maturation des spermatozoides dans I'épididyme qui dure entre
10 et 12 jours.
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Figure 8 — Les 3 étapes successives de la spermatogenése (issue de
http://www.embryology.ch/francais/cgametogen/spermato03.html).

La spermatogenése comprend 3 grandes étapes qui sont i/ la phase pré-méiotique au cours de laquelle les
spermatogonies se divisent par mitose, ii/ la phase méiotique correspondant aux deux divisions méiotiques
affectant les spermatocytes et aboutissant aux spermatides rondes, qui sont des cellules haploides, puis iii/ la
phase post-méiotique (ou spermiogenese) correspondant a la différenciation des spermatides en
spermatozoides.

Spermiogenesis

Les tubes séminiféres sont organisés de maniére a ce que ces 3 étapes successives puissent se
dérouler correctement. Celles-ci se déroulent donc de la paroi vers la lumiére du tube : les
spermatogonies sont ainsi situées a la base du tube, au niveau de I'épithélium séminifére
tandis que les cellules les plus différenciées, les spermatozoides, se trouvent au niveau de la
lumiéere du tube (Figure 9).

Les cellules de Sertoli forment la barriere hémato-testiculaire en établissant entre elles des
jonctions serrées étanches (zona occludens). Cela a pour conséquence la division de
I’épithélium en 2 compartiments distincts qui sont nommés basal et ad-luminal. C’est au sein
du compartiment ad-luminal que se déroulent les phases méiotique et post-méiotique. Cette
barriere est en effet nécessaire pour protéger les cellules du systéme immunitaire.
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Figure 9 — Organisation des tubes séminiféres (issue de
http://www.vetopsy.fr/reproduction/male/spermatogenese-sertoli.php).

La différenciation des cellules germinales males (ou spermatogenése) se déroule depuis la périphérie des tubes
séminiféres (ou se localisent les spermatogonies) vers la lumiére des tubes séminiféres ou les spermatozoides
sont libérés (spermiation). La barriere hémato-testiculaire divise un compartiment basal et un compartiment ad-
luminal. Cette barriere est composée de jonctions serrées et permet de protéger les cellules germinales des
cellules immunitaires.

3-1. Laphase mitotique

Les cellules souches germinales ou spermatogonies proliferent par mitose afin d’assurer leur
perpétuel renouvellement tout en produisant des spermatocytes primaires. Ce sont des
cellules diploides situées dans la partie basale du tube. Il existe plusieurs sous-types de
spermatogonies qui ont été décrites en fonction de l'aspect de leur hétérochromatine
(Clermont, 1963) :

- Les spermatogonies de type Ad (d pour dark) qui possedent un noyau arrondi avec une
chromatine dense

- Les spermatogonies de type Ap (p pour pale) qui possédent un noyau ovale avec une
chromatine dispersée
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- Les spermatogonies de type B qui possédent un noyau arrondi avec une chromatine
en amas

Les spermatogonies de type Ad se divisent pour donner naissance a une spermatogonie de
type Ad et une Ap. Cette division permet a la fois d’engager une cellule vers la différenciation
tout en assurant la réserve. Chaque spermatogonie Ap se divise ensuite pour donner deux
spermatogonies de type B qui se divisent également pour donner chacune deux
spermatocytes primaires diploides. Il existe des ponts cytoplasmiques entre toutes les
spermatogonies d’'une méme génération.

3- 2. La phase méiotique

La méiose est une étape clé de la reproduction sexuée car c’est pendant celle-ci qu’a lieu la
recombinaison du matériel génétique (Figure 10). Elle permet in fine de produire 4 cellules
haploides génétiquement différentes a partir d’une cellule diploide. A cette fin, deux divisions
successives ont lieu aprés une seule réplication du matériel génétique. La premiere division
est dite réductionnelle puisqu’elle divise le nombre de chromosomes par 2 dans chaque cellule
et la deuxiéme est dite équationnelle puisque le stock génétique est, cette fois-ci, préservé.
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Figure 10 — Déroulement de la méiose lors de la spermatogeneése (issue de Sasaki et Matsui, 2008).

La méiose comporte deux divisions successives permettant d’obtenir 4 cellules haploides a partir d’'une cellule
diploide. Chaque division est décomposée en prophase, métaphase, anaphase et télophase. La prophase de la
premiére division méiotique est trés longue et est elle-méme subdivisée en leptoténe, zygoténe, pachyténe
(phase pendant laquelle les chromosomes homologues sont appariés et échangent du matériel génétique) et
diplotene. C'est durant cette prophase (au stade pachyténe) qu’ont lieu les recombinaisons entre les
chromosomes homologues. Lors de la deuxiéme division méiotique il y a séparation de chromatides sceurs.

Cette phase est initiée par les spermatocytes primaires issus des spermatogonies de type B.
Ceux-ci vont tout d’abord répliquer leur ADN durant une courte interphase (stade pré-
leptotene). Les chromosomes sont a ce moment-la constitués de 2 chromatides reliées entre
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elles par le centromére. C'est au moment de leur entrée en phase méiotique que les
spermatocytes primaires passent dans le compartiment ad-luminal afin d’étre isolés du
systéme immunitaire.

La prophase de la premiére division méiotique est une étape trés longue qui est elle-méme
subdivisée en 5 stades : leptoténe, zygoténe, pachytene, diploténe et diacinése.

C’est au cours du stade leptoténe que les chromosomes se condensent et que les éléments
latéraux des complexes synaptonémaux sont assemblés, ces éléments comprennent les
protéines SYCP3 et SCYP2. Ensuite, au stade zygoténe, il y a appariement des chromosomes
homologues, qui sont alors nommés bivalents, grace a I'assemblage des éléments centraux
des complexes synaptonémaux. SCYP1 est un élément transverse du complexe qui relie les
éléments centraux et latéraux (Figures 11 et 12).

Lateral element Central element Lateral element

Transverse Transverse
filaments filaments

SYCP3 SYCE3-SYCE1 SYCP3
SYCP2 SIX60S1 SYCP2
SYCE2-TEX12

Figure 11 — Le complexe synaptonémal (issue de Zwettler et al., 2020).

Le complexe synaptonémal permet I'association des chromosomes homologues durant la méiose. Il est composé
d’éléments latéraux comprenant les protéines SCYP2 et SCYP3 et d’un élément central, lui-méme constitué des
protéines SYCE1 a 3, TEX12 et SX60S1. La protéine transverse SYCP1 relie entre eux les éléments centraux et
latéraux.

C’est ensuite durant le stade pachyténe qu’a lieu I’échange de matériel génétique (crossing-
over) entre les chromatides non-sceurs. Il y a également une forte augmentation des activités
transcriptionnelles et traductionnelles a ce stade.

Puis les chromosomes se séparent au stade diplotene du fait de la dissociation du complexe
synaptonémal. Les chromosomes homologues conservent par contre des sites d’appariement
étroits qui sont appelées chiasmas. Cela permettra une séparation plus progressive des
chromosomes qui est indispensable pour minorer le risque d’aneuploidie (Handyside, 2012).
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La derniére étape de la Prophase | est la diacinése et est définie par la disparition de la
membrane nucléaire. Lors de cette étape les chiasmas glissent progressivement vers les
télomeres.
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Figure 12 — Assemblage et dissociation du complexe synaptonémal (issue de Burgoyne et al., 2009).

Pendant le stade zygoténe de la prophase de premiere division méiotique les chromosomes s’apparient grace au
complexe synaptonémal. Pendant le stade pachyténe les chromosomes homologues sont appariés et ils
échangent du matériel génétique (crossing-over) entre leurs chromatides. La dissociation des chromosomes
homologues aura ensuite lieu au stade diploténe, mais ceux-ci restent associés au niveau des chiasmas (zones
ou les crossing-over ont eu lieu) pendant la métaphase I. Lors de I'anaphase |, les chiasmas sont clivés et les
chromosomes homologues se répartissent dans les cellules filles, les spermatocytes Il, qui trés rapidement
subissent la 2eme division méiotique.

Durant la métaphase |, Les chromosomes se positionnent de part et d’autre de la plaque
équatoriale excepté les chiasmas qui restent alignés sur la plaque. L’anaphase | est ensuite
marquée par la séparation des chromosomes homologues qui migrent chacun de facon
aléatoire vers un pole différent de la cellule.

C'est lors de la télophase |, la derniere étape de laméiose |, qu’a lieu la division en deux cellules
filles haploides qui sont les spermatocytes secondaires, chaque spermatocyte secondaire
comprenant un lot de chromosomes avec 2 chromatides sceurs.

Apres une treés courte interphase, les spermatocytes secondaires vont démarrer la deuxieme
division méiotique sans qu’il n’y ait au préalable une nouvelle duplication de I’ADN. La
prophase Il a la différence de la prophase | est trés courte. Cette deuxieme division se déroule
donc comme une mitose conventionnelle et se caractérise par la séparation des chromatides
sceurs. Celle-ci permet la formation de cellules rondes haploides, les spermatides rondes, qui
entreront en phase de différenciation.
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3- 3. La phase post-méiotique

La phase post-méiotique est également appelée spermiogénése et correspond a I'étape de
différenciation des spermatides rondes en spermatozoides. Trois événements majeurs ont
lieu durant cette phase qui sont la formation du flagelle nécessaire au déplacement du
spermatozoide, la formation de l'acrosome qui permettra la fécondation et enfin la
compaction du génome afin que celui-ci soit protégé jusqu’a la fécondation.

Les cellules de Sertoli forment des cryptes cytoplasmiques permettant d’y inclure les
spermatides avec lesquelles elles établissent des jonctions communicantes. La spermiogénese
se divise en 6 étapes chez 'homme et en 16 étapes chez la souris qui se subdivisent elles-
mémes en 3 grandes étapes (Figure 13):

- Les spermatides rondes (Figure 13A) sont les spermatides du départ (étapes 1 a 7 chez
la souris). La vésicule acrosomale commence a se former au niveau de I'acroplaxome
a partir de la fusion des vésicules de I'appareil de Golgi. L'acroplaxome est une
structure transitoire présente au niveau du pole antérieur du noyau qui est constituée
d’actine et de kératine (Kierszenbaum et al., 2003). L’acrosome contient les enzymes
nécessaires a la digestion de la zone pellucide de I'ovocyte. La formation de 'axoneme
du futur flagelle démarre a partir du centriole distal de la spermatide. La chromatine
est homogene et il existe une activité transcriptionnelle modérée. Chez la souris, les
spermatides rondes sont les spermatides 1 a 7.

- Les spermatides allongées (Figure 13B) constituent I'étape intermédiaire (étapes 8 a
11 chez la souris). Il y a allongement du noyau et étalement de I'acrosome le long du
noyau. Cette étape est appelée étape de la coiffe. Il y a aussi formation de la manchette
qui est un réseau de microtubules formé a partir du pole antérieur du noyau jusqu’au
flagelle en formation, cette structure permet non seulement un transport actif du Golgi
vers le noyau mais aussi participe a I'allongement du noyau ainsi qu’a la migration des
mitochondries (Zhou et al., 2009). Une fois que la chromatine commence a se
condenser il y arrét de la transcription et migration du Golgi vers le flagelle via la
manchette.

- Lesspermatides condensées (Figure 13C) sont les spermatides en fin de différenciation
(étapes 12 a 16 chez la souris). L'axonéme grandit jusqu’a ce que le flagelle atteigne sa
taille finale, les structures péri-axonémales se mettent en place, la chromatine se
condense jusqu’a devenir la plus compacte possible et I'acrosome termine sa
maturation. Il y a également formation de la gouttelette spermatique qui contient les
différents organites inutiles au spermatozoide mature, qui se détachera en corps
résiduel puis sera phagocytée par les cellules de Sertoli.
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Figure 13 — Représentation des différentes étapes de la spermiogenése (d’apres Escalier et Touré, 2012).

A— Spermatides rondes (étapes 1 a 7). Au départ I'acrosome (Ac) commence a se former au niveau du pole
antérieur du noyau (N). Dans les premieres étapes il forme une vésicule ronde. L'axonéme (Ax) démarre sa
formation a partir du centriole distal.

A la fin du stade des spermatides rondes, I'acrosome est aplati. L’axonéme se positionne au niveau du pdle
postérieur pour former le futur flagelle.

B — Spermatides allongées (étapes 8 a 11 chez la souris). La manchette permet la migration des mitochondries
vers le flagelle. Le noyau s’allonge.

C — Spermatides condensées (étapes 12 a 16 chez la souris). La chromatine se condense, le flagelle termine sa
croissance et il y a détachement et élimination du cytoplasme (corps résiduels).

Ac : Acrosome ; An : Annulus ; Ax : Axoneme ; CAC : Corps associé au centriole ; CR : Corps résiduel ; DCC : Dérivé
du corps chromatoide ; FD : Fibres denses ; GF : Gaine fibreuse ; M : Mitochondries ; N : Noyau ; SSB : Spindle
shaped body. Les structures transitoires sont légendées en bleu.

4- La maturation des spermatozoides dans |I'épididyme

Apres le processus de spermiation (relargage des spermatozoides dans la lumiére des tubes
séminiferes), les spermatozoides transitent dans I'épididyme. Au cours de leur trajet dans ce
dernier il a été montré que les spermatozoides acquiérent une mobilité progressive et leur
pouvoir fécondant (Dacheux et Dacheux, 2013). De nombreuses modifications biochimiques
ont lieu durant ce trajet comme l'intégration de nouvelles protéines a la surface du
spermatozoide (Sullivan et Mieusset, 2016) et de plus, la compaction de la chromatine se
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poursuit grace a I'établissement de ponts disulfures entre les protamines (Calvin et Bedford,
1971).

5- Les cycles de la spermatogenese

L’engagement des spermatogonies dans la voie de la différenciation n’est pas un phénomene
aléatoire, mais au contraire un phénomene bien synchronisé ayant lieu tous les 8,6 jours chez
la souris. Toutes les cellules d’'une méme génération forment un groupe qui se différencie
suivant le méme rythme et sont donc reliées entre elles par des ponts cytoplasmiques. Chaque
stade a une chronologie bien précise : chez la souris 13 jours pour les spermatocytes |, 1 jour
pour les spermatocytes Il et 13 jours pour les spermatides. Ainsi les premiers spermatocytes
n’apparaitront chez les souris que 11 a 14 jours aprées leur naissance et a partir de 21 jours
pour les spermatides rondes.

Du fait que la spermatogenése dure au total 35 jours et qu’il s’agit d’un processus continu
depuis la puberté, il ne peut y avoir tous les stades de la spermatogénése en un méme endroit
du tube séminifére. Il existe donc des associations spécifiques de cellules sur des coupes de
tubes séminiferes. Ces associations, toujours constantes permettent de définir 12 stades chez
la souris (6 chez I’'homme) (Figure 14). Il existe, de plus, une organisation spatio-temporelle,
c’est-a-dire que chaque stade est situé a coté du stade suivant dans les tubes séminiferes
(stade | suivi du stade Il suivi du stade lll, etc ...)

Les spermatogonies de type A sont trés peu nombreuses et présentes a tous les stades.
Les spermatogonies intermédiaires sont présentes entre les stades Il et IV tandis que les
spermatogonies de type B aux stades V et VI.

Les spermatocytes pré-leptotene (Pl), leptoténe (L), zygotene (Z) se retrouvent
respectivement aux stades VII-VIII, IX-X et XI-XIl. Le stade pachyténe est quant a lui présent
entre les stades | a X alors que le stade diploténe n’est observable qu’au stade XI. Les
spermatocytes secondaires (m?°m de la Figure 14) sont quant a eux révélateurs du stade XII.
Les spermatides rondes sont ensuite classées en 7 catégories en fonction de la taille de Ia
vésicule acrosomale et sont donc présentes entre les stades | et VII. Les spermatides allongées
8 a 11 se retrouvent dans les tubes de mémes stades (VIII a Xl). Enfin si les spermatides
condensés 12 sont présentes au stade XlI, celles de stades 13 a 16 sont présentes entre les
stades | et VIII.
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Figure 14 - Les différents stades de la spermatogenése chez la souris a I'intérieur des tubes séminiféres.

A- Associations caractéristiques de cellules formant 12 stades (issue de Thibault et Levasseur, 2001). Les
premiers stades sont facilement repérables grace aux spermatides rondes qui peuvent elles-mémes étre
différenciées en fonction de la taille et de la forme de la vésicule acrosomale. Les stades VIII a XI se
reperent grace a I'évolution de la forme du noyau des spermatides allongées. Enfin le stade Xl est le
seul stade ou il est possible de visualiser les chromosomes métaphasiques des spermatocytes
secondaires.

B- Vue d’ensemble des 12 stades de la spermatogenése (issue de Meistrich et Hess, 2013)
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6- Morphologie finale du spermatozoide

Le spermatozoide est une cellule hautement différenciée et mobile. Il est constitué de 3
parties principales que sont la téte, le cou et le flagelle (Figure 15). Le cou est la piece reliant
la téte a la piece intermédiaire du flagelle.
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.__-Transverse rib

Piéce terminale
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Figure 15 — Anatomie du spermatozoide murin (d’aprés Vadnais et al., 2014).

Le spermatozoide comprend 3 parties : la téte, le cou et le flagelle. Le flagelle peut-étre subdivisé en piece
intermédiaire, piece principale et piéce terminale en fonction des éléments para-axonémaux présents. La téte
est composée par le noyau et l'acrosome qui comprend des enzymes protéolytiques permettant au
spermatozoide de traverser la zone pellucide de I'ovocyte.

6- 1. Latéte du spermatozoide

La téte du spermatozoide est composée de I'acrosome et du noyau.

6- 1. a. L’acrosome

L'acrosome est une vésicule sécrétoire au pH acide qui fait partie de la famille des lysosomes
et qui recouvre environ les 2/3 du noyau spermatique. L’acrosome est délimité par une double
membrane interne et externe et il contient de nombreuses enzymes protéolytiques qui
permettront au spermatozoide, suite a son exocytose, de traverser la zone pellucide de
I’ovocyte (Berruti, 2016). Sa biogenése commence dés le début de I'étape des spermatides
rondes et se poursuit jusqu’a la fin de la spermiogénese. Plusieurs genes nécessaires a sa
biogénese ont été mis en évidence grace a leur inactivation chez la souris, c’est notamment le
cas de Dpy19I12 (Coutton et al., 2015).
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6-1.b. Le complexe acrosome-acroplaxome-manchette

La morphologie finale de la téte du spermatozoide est dépendante du complexe acrosome-
acroplaxome-manchette (Figure 16).

L'acrosome est ancré a l'enveloppe nucléaire par une structure transitoire appelée
acroplaxome. Ainsi, au niveau de la jonction entre I'acrosome et I'enveloppe nucléaire la
membrane nucléaire externe est tres rapprochée de la membrane acrosomale interne
(Kierszenbaum et Tres, 2004). Il s’agit d’une structure transitoire qui se met en place avant
I'attachement des vésicules proacrosomales et qui est composée de filaments de F-actine et
de kératine 5. Elle contient également de la myosine permettant le transport des vésicules
proacrosomales. De plus, il a été montré que les microtubules sont également essentiels au
trafic de ces vésicules (Wei et Yang, 2018 ; O'Donnell et O'Bryan, 2014).

Enfin, la lamina nucléaire qui borde I’enveloppe nucléaire interne en regard de I'acrosome est
particulierement dense et, a ce jour, sa composition moléculaire n’a pas été caractérisée. Par
contre, I'attachement de I’'enveloppe nucléaire a I'acrosome semble passer par I'interaction
entre cette lamina et I'acroplaxome (Kierszenbaum et Tres, 2004).

La manchette est également une structure transitoire présente dans le cytoplasme, son
apparition coincide avec le début de I'élongation du noyau de la spermatide ronde (étapes 8-
9 de la spermiogénése) et donc de la condensation de I’ADN. Elle est composée d’un anneau
périnucléaire qui est adjacent a I'anneau marginal de I'acroplaxome et d’un réseau qui est
attaché a I'anneau périnucléaire et qui descend vers le flagelle en formation. Tous les modeles
murins dont un des genes codant pour des protéines de cette structure a été inactivé ont des
défauts morphologiques de la téte ou du noyau (Zhou et al., 2009).

De plus, il a été montré chez le rat que le variant spécifique du testicule des protéines Ran est
présent au sein du noyau spermatique ainsi que le long des microtubules de la manchette
suggérant un transport nucléocytoplasmique de protéines (Kierszenbaum et al., 2002).

Enfin la manchette joue également un role dans le transport de protéines vers le flagelle en
formation.

Afin de permettre I'élongation nucléaire, des forces internes et externes s’exercent sur la
spermatide. Pour se faire, les cellules de Sertoli, dans lesquelles les spermatides sont insérées,
vont former des boucles de F-actine qui vont enserrer la téte du spermatozoide. Ces boucles
vont générer des forces transmises ensuite par I'intermédiaire de jonctions adhérentes. Ces
jonctions sont indispensables au maintien de la spermatide et toute défaillance sur une
molécule utile a ce processus entraine un défaut de la spermatogenese. C'est le cas
notamment pour Formine 1, une protéine de nucléation de I'actine (Li et al., 2015). Les forces
internes, découlent quant a elle, de la constriction de I'anneau marginal de I'acroplaxome et
de I'anneau périnucléaire de la manchette ainsi que de l'allongement progressif de la
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manchette. La constriction des deux anneaux est un phénomene parfaitement synchronisée
(Kierszenbaum et al., 2011).

Enfin, I'effet de ses forces est modulé par I'acroplaxome et par la lamina nucléaire (Sun et al.,
2011).
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Figure 16 — Le complexe acrosome-acroplaxome-manchette (issues de Kierszenbaum et al., 2011).

A-

Coupe en microscopie électronique (panel de gauche) et représentation schématique (panel de droite)
des différentes structures composant I'acroplaxome. L’anneau marginal de I'acroplaxome et I'anneau
périnucléaire de la manchette se sont face.

Schéma d’une spermatide en cours d’élongation, détaillant les structures générant les forces internes
et externes exercées sur celle-ci ainsi que le flux du transport intra-manchette et intra-flagellaire.
L’acroplaxome ancre I'acrosome a I'enveloppe nucléaire et ses bords sont entourés par un anneau
appelé anneau marginal. La manchette est composée d’un anneau périnucléaire et d’un réseau de
microtubules attaché a cet anneau, réseau qui descend vers le flagelle en formation. Les vésicules pro-
acrosomales, issues de I'appareil de Golgi, sont acheminées a I'acrosome via les microtubules et les
filaments d’actine. La manchette comprend des protéines motrices et non motrices permettant le
transport intra-manchette et des échanges entre le noyau et le cytoplasme. Ainsi il existe un lien entre
la téte et le flagelle en formation.
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6-1.c. Le noyau

Le noyau spermatique est caractérisé par une condensation extréme de I’ADN. Celle-ci est
nécessaire pour protéger le génome male jusqu’a la fécondation et d’autre part la réduction
de la taille du noyau confere au spermatozoide une meilleure mobilité (propriété
hydrodynamique). Il est important de souligner que la compaction de I’ADN est non
seulement d a des mécanismes intrinséques de restructuration mais qu’elle est aussi liée a
une biogenese correcte de I'acrosome et du complexe acrosome-acroplaxome-manchette. Les
mécanismes spécifiques de compaction de ’ADN au sein du spermatozoide seront étudiés de
facon détaillée dans le chapitre suivant.

6- 2. Le flagelle

Le flagelle est la structure permettant la mobilité du spermatozoide. Il est divisé en trois
parties qui sont la piéce intermédiaire, la piéce principale et la piéce terminale (Figure 15). Il
est composé d’'une structure nommée axonéme et par des structures para-axonémales.
L’axonéme est composé d’une paire centrale de microtubules et de 9 doublets périphériques.
Au sein de celui-ci existe de nombreux multi-complexes protéiques permettant de stabiliser
la structure ou permettant l'activité motrice (mouvement oscillatoire du flagelle). Les
structures para-axonémales sont les mitochondries dans la piece intermédiaire, les fibres
denses dans les piéces intermédiaire et principale et la gaine fibreuse dans la piéce principale.
Toutes ces structures ont pour réle de produire de I'énergie nécessaire au glissement des
microtubules ainsi qu’un role structural.
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lll. Réorganisation post-méiotique de la chromatine durant
la spermatogeneése

1- Organisation finale du génome male

Le génome spermatique est environ six fois plus condensé que le génome des cellules
somatiques. Si la majeure partie de I’ADN est associée aux protamines, le pourcentage d’ADN
restant associé aux histones est encore débattu. Cela varie entre 10 et 15% chez I’'Homme (van
der Heijden et al., 2008) et 1 a 10% chez la souris (Erkek et al., 2013 ; Jung et al., 2017).

Les protamines qui sont riches en résidus arginine établissent avec les groupements
phosphates de I’ADN des liaisons hydrogene et des interactions d’ordre électrostatiques. Cela
permet de former des complexes ADN-protamines qui vont ensuite s’empiler en lamelles. Ces
derniéres vont ensuite s’organiser sous forme de toroides (Figure 17) ce qui permet de
condenser considérablement I’ADN (Ward et Coffey, 1991). Chaque toroide est relié a la
matrice nucléaire grace a une séquence d’ADN de 20 a 50 kb appelée MAR qui s’organise sous
forme de boucles. Ces régions liant les toroides sont dépourvues de protamines et donc
sensibles a la DNasel. Les protamines sont également reliées entre elles par de nombreux
ponts disulfures grace a leurs résidus cystéines.

De plus, les PRM 2 seraient liées par des ponts salins a « doigts de zinc » (Bjorndahl et Kvist,
2010). Cette structure de I’ADN spermatique aurait la propriété d’étre résistante a la digestion
par des nucléases, contrairement a I’ADN lié aux histones (Sotolongo et al., 2005).

La matrice nucléaire est, quant a elle, constituée d’un réseau protéique fibreux lui-méme
composé de la lamina nucléaire a laquelle s’associe de nombreuses protéines liées a
I’enveloppe nucléaire interne. Celle-ci comprend des protéines structurales telles que I'actine,
la myosine, et la lamine B mais aussi des facteurs de transcription ainsi que des « remodeleurs
de chromatine » (Johnson et al., 2011). De plus, la matrice est également associée a de I’ARN
qui joue également un réle structural (Mika et Rost, 2005). Son role est essentiel a la
transcription des genes nécessaires au développement embryonnaire ainsi qu’a la réplication
du génome paternel. A ce titre, il existe plusieurs évidences montrant que la matrice nucléaire
jouerait un role dans la fertilité masculine (Ankem et al., 2002 ; Barone et al., 2000).
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Figure 17 — La structure en toroide des protamines (issue de Ward, 2010).

Les histones sont remplacées par les protamines au cours de la spermatogenese. Celles-ci s’organisent en
lamelles avant de former des toroides. Ces toroides sont reliés a la matrice nucléaire par I'intermédiaire d’une
séquence d’ADN appellé MAR qui reste sensible a la Dnase. De plus, des régions d’ADN restent associées a des
solénoides d’histones.

2- Les acteurs de la réorganisation de la chromatine au
cours de la maturation post-méiotique des cellules germinales males

Dans les spermatides en cours d’élongation se produit tout d’abord une vague
d’hyperacétylation des histones dépendant des facteurs Nut et p300. L’hyperacétylation des
lysines 5 et 8 de I’histone H4 va permettre I'action du facteur Brdt, I’'enlevement du dimeére
TH2B-H2A et l'incorporation du dimere TH2B-H2A.L2. Ce dernier crée un nucléosome plus
ouvert qui permet ensuite son invasion par les protéines de transition, ces derniéeres
permettant le recrutement des protamines. La protamine-2 est synthétisée sous forme d’un
précurseur immature, la pré-protamine-2 (pré-Prm2), qui sera clivée par la suite (Figure 18).
Le role des différents acteurs sera détaillé par la suite.
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Figure 18 — Les différents acteurs de la réorganisation de la chromatine au cours de la spermatogéneése.

Le processus de réorganisation s’initie par une vague d’hyperacétylation des histones qui est dépendante des
facteurs Nut et p300. Cette hyperacétylation est reconnue par le domaine BD1 du facteur Brdt, qui permet
I'enlevement du dimére TH2B-H2A et son remplacement par le dimére TH2B-H2A.L.2. Ce dernier crée un
nucléosome plus ouvert qui permet I'invasion de la chromatine par par les protéines de transition (TPs) et le
chargement des protamines. Aprés le clivage de la Prm2, les différents composants de ces structures
transitionnelles sont enlevés.

3- Role des modifications post-traductionnelles des histones
dans le processus de remplacement des histones par les protamines

Si des modifications épigénétiques telles que la méthylation sont présentes sur I’ADN, il est
important de souligner que les modifications post-traductionnelles (MPTs) sur les histones ont
également un role essentiel dans |'organisation de la chromatine. Ces modifications
réversibles consistent en I'ajout d’'un ou plusieurs groupements chimiques sur des sites
spécifiques et sont catalysées par des enzymes (Figure 19). La majeure partie de ces
modifications a lieu sur les extrémités N-ter des histones méme si elles peuvent également
toucher la partie centrale (Lawrence et al., 2016). Comme dit plus haut, ces MPTs ont un réle
essentiel sur I'organisation de la chromatine et permettent le recrutement de protéines sur
un locus a un moment donné via des domaines tres conservés. Ainsi certaines modifications
favorisent la transcription active de la chromatine tandis que d’autres la répriment.
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Figure 19 — lllustration des différentes combinaisons possibles de modifications post-traductionnelles des
histones (issue de Barnes et al., 2019).

Les histones peuvent subir de trés nombreuses modifications post-traductionnelles des acides aminés qui les
composent. Ces modifications peuvent altérer les propriétés des nucléosomes et permettent le recrutement de
protéines spécifiques dans une région génomique. Ces modifications peuvent favoriser ou empécher certaines
activités de la chromatine, par exemple activer ou réprimer la transcription des genes.

Toutes les modifications découvertes a ce jour ne seront pas détaillées dans ce manuscrit,
mais seront seulement évoquées celles utiles a la compréhension de celui-ci.

3-1. Acétylation des histones

L’acétylation consiste en I'ajout d’'un groupement acétyl (CH3-CO) au groupement amine des
lysines (K). Cet ajout permet de neutraliser leurs charges positives, ce qui a pour conséquence
de déstabiliser I'interaction entre les charges positives des lysines et les charges négatives de
I’ADN. Le nucléosome sera de fait plus accessible, ce qui permettra le recrutement de facteurs
de transcription et la stimulation de la transcription des génes situés a ce niveau (Kouzarides,
2007, Zentner et Henikoff, 2013).

Cette modification est trés dynamique au sein des cellules et est catalysée par deux groupes
d’enzymes : les histones acétyltransferases (HAT) qui permettent I'ajout du groupement en
utilisant le co-enzyme A comme donneur de groupement acétyl et les histones déacétylases
(HDAC) qui permettent leur enlevement.
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3- 2. Meéthylation des histones

La méthylation consiste en I'ajout d’'un groupement méthyl (CH3) au groupement amine des
lysines et des arginines. Il n’y a ici pas d’effet sur la charge et I'effet dépendra du résidu
méthylé. Ainsi H3K4 est par exemple associée a une activation de la transcription tandis que
H3K9me3 est associée a une répression. Enfin, si les résidus arginines peuvent étre mono ou
di-méthylés, les résidus lysines peuvent également étre tri-méthylés. Les méthylations les plus
fréquentes sont celles des histones H3 et H4 (Di Lorenzo & Bedford, 2011). Elles sont
catalysées par les histones méthyltransférases (HMT) qui sont subdivisées en 2 groupes : les
HKMT pour les lysines (Qian et Zhou, 2006) et les PRMT pour les arginines (Krause et al., 2007).
Le nombre de groupements méthyl ajoutés dépend de I'enzyme et de la présence ou non de
cofacteurs. La déméthylation est permise grace a des déméthylases qui se subdivisent
également en 2 familles en fonction de I'acide aminé sur lequel elles opérent (Christophorou
et al., 2014 ; Walport et al., 2012).

3- 3. Autres modifications post-traductionnelles des histones

Les groupements OH des sérines, thréonines et tyrosine peuvent étre phosphorylés (PO4) par
des kinases, ce qui induit une charge négative pour ces résidus et donc une interaction
bouleversée avec I’ADN lui aussi chargé négativement. || a notamment été montré que la
phosphorylation jouait un réle dans la réparation des cassures double brins de I’ADN via
I’histone H2A.X (Rossetto et al., 2012).

Les lysines peuvent enfin étre la cible d’ajouts de groupements protéiques (ubiquitination et
sumoylation) mais aussi de nombreuses autres modifications comme la glutarylation(Kglu),
I’2-hydroxyisobutyrylation (Khib), la crotonylation (Kcr), la butyrylation (Kbu), Ia
propionylation (Kpr), la succinylation (Ksucc), la malonylation (Kmal), la B-hydroxybutyrylation
(Kbhb) et la benzoylation (Kbz) (Barnes et al., 2019). Ces modifications peuvent étre classées
en 3 types en fonction des propriétés des groupements :

- celles qui neutralisent la charge positive des résidus lysine (Kbz, Kpr, Kbu, Kcr)
- celles qui changent la charge positive en charge négative (Ksucc, Kglu, Kmal)
- celles qui permettent |'établissement de liaisons hydrogénes (Khib et Kbhb)

Comme les charges des résidus sont modifiées, les interactions entre histones et ADN le sont
également et, de ce fait, ces résidus sont généralement associés a une transcription active.
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4- Role des variants d’histones dans le processus de
remplacement des histones par les protamines

Il existe de nombreux variants d’histones dont I'expression est restreinte aux cellules
germinales males (Figure 20). Si certains sont exprimés tout le long de la spermatogenese
d’autres le sont seulement a certains stades. La plupart remplacent leurs variants canoniques
(Hoghoughi et al., 2018). IlIs permettent d’induire un signal spécifique ou de conférer une
propriété structurale au nucléosome. Deux d’entre eux feront |'objet d’'un paragraphe

spécifique.
Spermatogonia Spermatocytes Spermatids

TypeA TypeB Leptotene  Zygotene Pachytene Round Elongating Condensing
I |
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Figure 20 - Profil d’expression des différents variants d’histones au cours de la spermatogeneése (issue de
Hoghoughi et al., 2018).

Certains variants d’histone, comme TH2B s’accumulent deés le stade des spermatocytes tandis que d’autres
comme H2A.L.2 ne sont exprimés que tardivement au cours de la spermiogénese.

4-1. Levariant TH2B

TH2B a été pour la premiére fois mis en évidence en 1975 (Branson et al., 1975 ; Shires et al.,
1975). Il s’agit d’un variant trés conservé entre les espéces et qui est exprimé depuis les
spermatocytes jusqu’aux spermatozoides. Des analyses de spectrométrie de masse ont
montré que comparativement a H2B, TH2B posséde 2 sites de phosphorylation en partie N-
terminale (S11, T22) ainsi qu’un site de phosphorylation (T117) et un de méthylation (K116)
en partie C-terminale (Lu et al, 2009).

Il a également été précédemment montré qu’un octameére d’histones contenant TH2B serait
plus instable qu’un octameére avec H2B (Li et al., 2005). Cette instabilité pourrait jouer un role
essentiel dans la réorganisation de la chromatine durant la spermatogenése au cours des
échanges d’histones.
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Les premieres études de TH2B en contexte physiologique ont ainsi montré que si TH2B est
exprimé durant toute la spermatogeneése, il commence a s’accumuler dans les spermatocytes
et il remplace massivement H2B deés le début de la phase méiotique de la spermatogenese,
(Montellier et al., 2013). D’autre part, de maniere surprenante, |’'absence de TH2B n’empéche
pas le déroulement normal de la spermatogenéese. Une étude protéomique plus approfondie
sur des nucléosomes testiculaires de souris déficientes en TH2B a permis de mettre en
évidence des mécanismes compensatoires avec d’une part, une accumulation d’H2B pour
permettre de former des nucléosomes et, d’autre part, I'établissement chez les autres
histones de nouvelles MPTs a des positions stratégiques permettant d’induire une instabilité
du nucléosome. En effet, H4R34, H4R55, H4R67 et H2BR72 sont par exemple méthylés, ce qui
a pour effet d’affaiblir les interactions entre les histones et I’ADN.

Par contre, chez les souris exprimant une protéine TH2B avec une partie C-terminale
étiquetée, la spermatogenese s’arréte au stade de I'élongation des spermatides. La présence
de I'étiquette induirait un changement de conformation de la protéine qui empécherait par la
suite le remplacement du dimeére TH2B-H2A par le dimére TH2B-H2A.L.2, lui-méme nécessaire
pour I'invasion de I’ADN par les protéines de transition et des protamines (Montellier et al.,
2013 ; Barral et al., 2017).

Une étude récente a confirmé que le variant TH2B de I’homme rendait les nucléosomes plus
instables (Padavattan et al., 2017).

4-2. Levariant H2A.L.2

H2A.L.2 a été mis en évidence par mon laboratoire d’accueil a la suite d’une étude
protéomique sur des spermatides de souris au moment du remplacement des histones par les
protamines (Govin et al., 2007). H2A.L.2 posséde 70 % d’homologie avec H2A. Il existe 2
différences majeures entre H2A et H2A.L.2. La premiére différence réside en I'existence d’un
“docking domain” réduit chez H2A.L.2 mais aussi d’'une séquence protéique modifiée pour ce
domaine (Syed et al., 2009). Or il a été montré que ce domaine situé en partie C-terminale
permet l'interaction entre H2A et H3 au sein du nucléosome. La deuxieéme différence réside
en I'absence des 6 résidus acides situés dans le coeur d’H2A, résidus qui interagissent avec les
résidus basiques de la partie N-terminale de I’histone H4 du nucléosome adjacent et qui
favorisent donc la compaction de I’ADN (Chodaparambil et al., 2007).

Des études menées au sein de mon laboratoire d’accueil ont montré tout d’abord qu’H2A.L.2
se dimérise préférentiellement avec TH2B ce qui induit une instabilité du nucléosome (Govin
et al., 2007) et qu’ensuite il est présent dans les structures de transition des spermatides en
cours d’élongation. Une étude plus approfondie a montré le role essentiel d’'H2A.L.2 dans le
processus de remplacement entre histones et protamines. H2A.L.2 est en effet exprimé a
partir du stade 9 des spermatides allongées et son expression coincide avec celle des protéines
de transition (Barral et al., 2017). Chez les souris dont le gene H2A.L.2 a été invalidé, le
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phénotype est d’ailleurs tres proche de celui des souris dont les genes codant pour les
protéines de transition TP1 et TP2 ont été invalidés. Ainsi, si I'histologie testiculaire est
préservée et si la quantité de spermatozoides est normale, les souris males sont stériles.
Cependant, un défaut de compaction de la chromatine a été mis en évidence par microcopie
électronique a transmission ainsi qu’un défaut de maturation de la protamine-2 par
immunoblot.

Ainsi, apres dimérisation avec TH2B, le dimére H2A.L.2-TH2B est intégré dans le nucléosome
pour remplacer le dimére H2A-TH2B. Ce dimére permet d’obtenir un nucléosome plus ouvert
avec des extrémités d’ADN flexibles qui va créer une plateforme permettant I'invasion du
nucléosome par les protéines de transition, protéines qui vont-elles-mémes permettre le
recrutement des protamines puis la maturation de la protamine-2. Ce serait donc les
protamines qui permettraient I’éviction des histones. Au contraire, lorsque la protéine H2A.L.2
est absente, I'invasion par les protéines de transition ne peut se faire. Celles-ci s’accumulent
autour de la chromatine et le recrutement et la maturation des protamines ne peut donc pas
se faire correctement (Barral et al., 2017).

Enfin ce variant s’accumule dans les régions péricentromériques et reste présent dans ces
régions dans les spermatozoides. Mon laboratoire d’accueil a montré que ce variant possede
un domaine de liaison a 'ARN en partie N-terminale, dont la séquence est enrichie en
arginines comparativement a H2A (Hoghoughi et al., 2020). La capacité intrinseque d’'H2A.L.2.
a cibler les régions péricentromériques ainsi que sa capacité a lier 'ARN lui permet ainsi de se
stabiliser dans la région péricentromérique durant les étapes finales de la spermatogenese.
Ces arguments sont en faveur du fait que la rétention d’histones dans les spermatozoides
serait dans les régions péricentromériques. En effet, la question de la localisation des histones
dans les spermatozoides est encore débattu (Saitou et Kurimoto, 2014) et ces données
obtenues par donnés in situ (immunofluorescence et FISH) vont dans le sens des conclusions
de deux autres groupes (Carone et al., 2014 ; Samans et al., 2014) qui soutiennent que les
histones s’associent préférentiellement avec les séquences répétitives. D’autres groupes
soutiennent que les nucléosomes seraient associés a des promoteurs de genes
spécifiguement essentiels pour le développement embryonnaire (Hammoud et al., 2009 ;
Erkek et al., 2013) a la suite de résultats obtenus par immunoprécipitation de chromatine.
Cependant, la question reste ouverte dans la mesure ou il y a également protamination dans
les régions péricentromériques.
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5- Role d’autres acteurs connus dans I’échange histones-
protamines

5-1. Le facteur a double bromodomaine, BRDT

Il a été montré chez de nombreuses espéeces différentes que I'enlévement des histones dans
les spermatides allongées était lié a une vague d’hyperacétylation des histones (Hazzouri et
al., 2000). Le facteur Brdt (Bromodomain testis-specific), a été étudié dans mon laboratoire
d’accueil. En effet, cette protéine fait partie de la famille des protéines a bromo- et extra-
terminal domaines (BET). Or cette protéine est spécifiquement exprimée dans le testicule a
partir du stade pachyténe des spermatocytes | et des études in vitro et in vivo ont montré
gu’elle avait la propriété de condenser la chromatine lorsque la chromatine est fortement
acétylée (Pivot-Pajot et al., 2003). La protéine Brdt posséde deux bromodomaines BD1 et BD2
qui permettent la reconnaissance des marques d’hyperacétylation des histones. Ces
bromodomaines sont suivis d’'un domaine extra-terminal impliqué dans l'interaction entre
protéines.

Des études structurales ont par la suite montré que I'acétylation simultanée des lysines 5 et 8
de I'histone H4 induit leur interaction avec le domaine BD1 de Brdt, acétylation simultanée
qui est un marqueur de I'hyperacétylation de cette histone (Moriniere et al., 2009). En
revanche, il n’y avait pas de reconnaissance par le domaine BD1 en cas de mono-acétylation.
Ainsi, cette reconnaissance de I'hyperacétylation permet l'initiation du processus d’échange
entre histones et protamines.

Enfin, des études réalisées chez les souris dont le premier BD1 a été délété (qui sont nommés
Brdt 2BD1/2BD1) gnt montré, d’une part, que les males sont complétement stériles et d’autre
part, que la spermatogeneése s’arréte au stade d’élongation (Shang et al., 2007) au moment
de l'initiation du processus d’échange entre histones et protamines (Gaucher et al., 2012).
Cette délétion affecte la localisation des protéines de transition et des protamines mais pas
leur expression. En effet, elles s’accumulent dans le cytoplasme en périphérie du noyau.
Ainsi chez ces souris, il n’y a pas d’enlevement des histones hyperacétylées, empéchant le
recrutement des protéines de transition et des protamines et donc le déroulement normal de
la spermiogenése.

5- 2. Le facteur nucléaire testiculaire, Nut

Nut (Nuclear protein in Testis) est une protéine dont I'expression est exclusivement
testiculaire. Ce géne a la particularité de se retrouver fusionné aux genes BRD3 et BRD4 dans
un carcinome tres agressif, le NMC (Nut midlne carcinoma ; Miyoshi et al., 2003). L’expression
de la protéine de fusion BRD3-Nut ou BRD4-Nut génere chez les patients atteints de NMC des
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foyers de chromatine hyperacétylée apres recrutement de CBP/p300. p300 est une
acétyltransférase dont I'activité est augmentée en présence de NUT (Reynoird et al., 2010).

Mon laboratoire d’accueil a généré une souris dont le gene Nut a été inactivé afin de
déterminer le role de la protéine dans la spermatogenése (Nut-KO).

La protéine Nut est exprimée dans les spermatides rondes et en début d’élongation. Chez les
souris Nut-KO la spermatogeneése s’arréte en début d’élongation, au moment de l'initiation du
processus d’échange entre histones et protamines (Shiota et al., 2018). Ces souris sont
complétement stériles puisqu’il n’y a pas de production de spermatozoides matures. Mais plus
intéressant encore, des études de spectrométrie de masse et I'utilisation d’anticorps
spécifiqgues ont montré qu’il y avait une diminution franche du niveau d’acétylation des
histones H4 au niveau des lysines 5 et 8.

Enfin, comme dans I'étude concernant le NMC, cette étude a non seulement montré
I’association dans les spermatides de Nut et de I'acétyltransférase p300 mais aussi que c’est
Nut qui permet son recrutement. De plus, la comparaison des études transcriptomiques
réalisées sur des extraits d’ARN de souris p300 et CBP-KO (double KO dans les cellules post-
méiotiques ; Boussouar et al., 2014) et de Nut-KO (Shiota et al., 2018) ont révélé que c’est la
méme population de génes qui se retrouve affectée dans les deux cas.

Ainsi, I'interaction de Nut avec p300 permet d’accroitre fortement son activité et donc, par
conséquent, I'acétylation de H4K5 et H4K8. Cette hyperacétylation sera ensuite reconnue par
le domaine BD1 de Brdt, ce qui enclenchera le processus d’enlévement des histones (Figure
18).
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IV. Implication des protéines de transition et des
protamines dans la maturation post-méiotique des
cellules germinales males

Durant la spermiogenéese les histones sont remplacées par une action combinée des
protéines de transition et des protamines dont les réles respectifs vont étre détaillés dans
ce chapitre.

1- Les protéines de transition (TPs)

1- 1. Structure

Il existe 4 protéines de transition identifiées a ce jour chez les mammiferes, mais TP1 et TP2
sont celles ayant été le plus étudiées et caractérisées. Elles représentent 90% des protéines
nucléaires basiques des spermatides de stade 12-13 avec une quantité de TP1 environ 2,5 fois
supérieure a celle de TP2 (Yu et al., 2000). Ce stade correspond a celui du début de
remplacement des histones.

TP1 et TP2 sont des protéines de faible poids moléculaire, respectivement 6,2 kDa pour TP1
et 13 kDa pour TP2. Ce sont des protéines basiques, méme si leur basicité est moindre que
celle des protamines (Grimes et al., 1977). La séquence de TP1 comprend 20% d’arginines et
20% de lysines mais ne comprend pas de cystéines tandis que TP2 comprend 10 % de lysines,
10% d’arginines et environ 5% de cystéines mais aussi de la sérine et de la proline (Grimes et
al., 1977). TP2 a la particularité de posséder également deux domaines a doigt de zinc présents
tous deux en partie N-Terminale, domaines qui permettent la liaison a I’ADN et qui se lient
plus spécifiquement aux sites CpG en amont des séquences promotrices (Kundu et Rao, 1996)
ainsi qu’une partie C-terminale trés basique.

D’autre part, si TP1 est trés conservée entre les especes (environ 90 % d’homologie chez les
mammiféres), ce n’est pas le cas de TP2 qui, de plus, a un taux d’expression variable suivant
les espéces (Kremling et al., 1989 ; Steger et al., 1998). Le géne codant pour TP2 est situé au
niveau du cluster Protaminel - Protamine2 - Protéine de transition2 et Protamine3. Chez la
souris et chez ’homme ce cluster se situe sur le chromosome 16 et est flanqué de deux MARs
(Matrix attachment region) impliqués dans la régulation de la transcription des génes de ce
cluster (Martins et al., 2004). Ces séquences ont été nommées SMARs pour « sperm nuclear
matrix attachment regions » (Kramer et Krawetz, 1996). Le géne codant pour TP1 se situe
qguant a lui sur le chromosome 1 chez la souris et sur le chromosome 2 chez ’lhomme. Les deux
genes sont composés de deux exons et d’un intron. La transcription de TP1 et du cluster
contenant TP2 a lieu au méme moment, c’est a dire dans les spermatides rondes de stade 6-
7 (Mali et al., 1989). Leurs ARNm sont stockés sous forme de ribonucléoprotéines dans le
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cytoplasme durant 3 a 7 jours avant d’étre traduits dans les spermatides de stade 11 a 13
(Kwon et Hecht, 1993 ; Grimes et al., 1977 ; Alfonso et Kistler, 1993; Heidaran et al., 1988 ;
Meistrich et al., 2003). Afin de retarder leur traduction et donc de maintenir leurs ARNm dans
un statut inactif, I'extrémité 3’ des ARNm est polyadénylée par addition de 150 bases
d’adénine (Kleene, 1989). Le rble essentiel de ce signal de polyadénylation a été mis en
évidence chez la souris : si la séquence 3’UTR du géne TP2 est remplacée par la séquence
3’UTR de I’hormone de croissance humaine, la traduction a lieu de suite apres transcription et
dans ce cas, les souris sont stériles (Tseden et al., 2007).

Les TPs subissent plusieurs modifications post-traductionnelles qui pourraient jouer un role
dans leur capacité a condenser I’ADN (Brewer et al., 2002).

Elles sont tout d’abord phosphorylées sur leurs parties C-terminales juste apres leurs
traductions, cette phosphorylation leur permettant de moduler leur interaction avec I’ADN.
Elles seront déphosphorylées par la suite afin d’augmenter leur affinité avec ’ADN. En effet,
aprés déphosphorylation leurs résidus basiques vont pouvoir interagir avec le
phosphosquelette de I’ADN et permettre ainsi la condensation de ’ADN (Dadoune, 2003). Il a
été montré que |'efficacité de condensation de TP2 était supérieure a celle de TP1 (Baskaran
et Rao, 1990).

Il a ensuite été montré chez la souris et chez le rat que la phosphorylation de TP2 est catalysée
par une protéine kinase A spécifiques des cellules germinales, la Cs-PKA, et qu’elle a lieu sur
les résidus sérine 109 et thréonine 101 (Meetei et al., 2002). Cette phosphorylation joue
également un role dans le transport nucléaire de TP2 (Ullas et al., 2003) et ce transport
implique également I'importine B4 (Pradeepa et al., 2008).

Cependant, des études par spectrométrie de masse ont notamment montré chez le rat qu’il
existait 16 et 19 modifications post-traductionnelles sur TP1 et TP2 respectivement (Gupta et
al., 2015) (Figure 21). Ainsi I'acétyltransférase p300 est impliquée dans I'acétylation de TP2
sur sa partie C-terminale (Pradeepa et al., 2009) et diminuerait sa propriété a condenser
I’ADN. D’autre part, plusieurs sites de méthylation ont été mis en évidence in vitro pour TP2.
C’est le cas des arginines 71, 75, 92 pour lesquelles la méthylation est catalysée par PRMT4
mais aussi des lysines 88 et 91 méthylées par PRMT7. Deux de ces sites ont également été mis
en évidence in vivo (K88 et R92) (Gupta et al., 2015).

Enfin la liaison des domaines a doigt de zinc de TP2 avec les séquences riches en CpG pourrait
permettre l'initiation de la condensation de la chromatine sur ce locus spécifique (Pradeepa
et Rao, 2007). Cependant, les mécanismes permettant l'incorporation des protéines de
transition a I’ADN sont encore obscurs méme s’il a été montré que la protéine chaperonne
HSP70.2 est associée aux TPs lorsqu’elles ne sont pas liées a I’ADN (Govin et al., 2006).
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Figure 21 - Structure des protéines de transition chez le rat avec leurs modifications post-traductionnelles
(issue de Gupta et al., 2015).
Les différents domaines comme les domaines a doigt de zinc de TP2 et les modifications post-traductionnelles
(Acétylation ac, Méthylation me et Phosphorylation ph) sont indiqués. Les domaines a doigt de zinc permettent
la liaison a I’ADN. Les modifications post-traductionnelles permettent de moduler leurs propriétés d’interaction
avec I’ADN.

1- 2. Fonction

Comme les protéines de transition ne sont pas présentes chez toutes les especes, elles sont
notamment absentes chez les oiseaux, cela a donné naissance a de nombreux
guestionnements sur leur fonction précise pour les especes chez qui elles sont présentes.
Ainsi, un des premiers roles mis a jour pour TP1 est de stimuler la réparation des cassures
simple brin de I’ADN suite a sa liaison avec I’ADN au niveau du site endommagé, I’ADN étant
chargé négativement et TP1 positivement. Le réle de TP1 est de permettre un meilleur
alignement des brins cassés d’ADN afin de stimuler la réparation. Une ligase inconnue serait
ensuite recrutée permettant aux fragments d’étre reliés.

Un second réle démontré in vitro est sa capacité a diminuer latempérature de fusion de I’ADN
(Singh et Rao, 1987) ainsi que sa capacité a non seulement déstabiliser I'interaction entre
I’ADN et le nucléosome mais aussi a relacher la chromatine en présence d’un complexe ADN-
nucléosome (Singh et Rao, 1988).

Concernant TP2, il a été proposé que celle-ci participe a la régulation de la transcription et a
I'initiation de la compaction de la chromatine (Baskaran et Rao, 1990 ; Kundu et Rao, 1996).
En effet, TP2 par 'intermédiaire de ses domaines a doigt de zinc se lie aux séquences CpG qui
sont situés en amont des séquences promotrices, ce qui permet d’initier la condensation
spécifiguement sur ces locus (Kundu et Rao, 1996). In vivo, il a été montré dans les
spermatides de rats qu’il y avait colocalisation entre TP2 et la chromomycine A3 ou la 7-
aminoactinomycine D, deux composés fluorescents a haute affinité pour les séquences CpG
de I’ADN (Kolthur-Seetharam et al., 2009).
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Enfin, une étude portant sur TP4 chez le sanglier a montré qu’elle stimule la topoisomérase |
aidant par conséquent a relacher ’ADN (Akama et al., 1999).

D’autre part, afin de mieux comprendre le réle de TP1 et/ou TP2 durant la spermatogeneése,
des souris invalidées pour I'un ou les deux génes ont été générées.

Si les souris invalidées pour TP1 ou TP2 sont hypofertiles, il n’y a pas un phénotype
particulierement sévere. En effet, les testicules sont de taille normale et la spermatogenése
I'est également. Cependant malgré que la concentration en spermatozoides soit normale
I'absence de TP1 a un effet sur la morphologie de la téte des spermatozoides ainsi que sur la
mobilité de ceux-ci tandis que I'absence de TP2 entraine quelques défauts de morphologie
flagellaire. Cependant il a été montré un effet de compensation lors de I'labsence de I'une des
protéines puisque TP1 est surexprimée en I'absence de TP2 et TP2 est surexprimée en
I’'absence de TP1. Par contre, fait important, tant chez les souris TP1-KO que chez les souris
TP2-KO, il existe une anomalie de compaction de la chromatine et un défaut de maturation de
la pré-protamine 2 en protamine-2, dont la structure et la fonction seront détaillées dans la
partie suivante (Adham et al., 2001; Yu et al., 2000; Zhao et al., 2001 ; Zhao et al., 2004).

Du fait qu’il existe un phénomene de compensation lors de I’'absence d’une seule des deux
protéines, des souris invalidées pour les deux génes ont été générées afin de comprendre plus
précisément le réle des TPs au cours de la spermatogeneése et plus particulierement au niveau
de la compaction de la chromatine (Shirley et al., 2004; Zhao et al., 2004).

Les souris double KO TP1-KO et TP2-KO sont complétement stériles. Si la spermatogenése est
normale, il y a rétention des spermatozoides au niveau testiculaire avec une mortalité
d’environ 80% dans |'épididyme. Chez les spermatozoides restants, de nombreux défauts
morphologiques sont présents tels qu’un ancrage incorrect de l'acrosome a I’enveloppe
nucléaire, une désorganisation totale du manchon mitochondrial situé dans la piéce
intermédiaire ainsi qu’une mobilité particulierement diminuée (Shirley et al., 2004). De plus,
la compaction de I'ADN est particulierement déficiente et des anomalies majeures
apparaissent chez les spermatides condensées dés les stades 12-13 (Zhao et al., 2004). En
effet, chez des souris sauvages, a partir des stades 12-13, il y a un épaississement des fibres
de chromatine et la compaction se fait dans la direction antéro-postérieure jusqu’au stade 16
ou les fibres s’agregent pour former une chromatine uniformément dense. Chez les doubles
KO, les fibres ne s’épaississent pas, et si des foyers de compaction se créent et s’agrandissent
jusqu’au stade 16, la compaction de la chromatine reste incompléte au stade 16 ou les foyers
restent proches les uns des autres en laissant des lacunes entre eux. La maturation de la
protamine-2 était également affectée avec persistance de la pré-Prm2 dans les
spermatozoides épididymaires. Par contre I'absence de TP1 et TP2 n’a pas entrainé de
rétention des histones et leur remplacement par les protamines puisque la chronologie
d’enléevement des histones et de déposition des protamines est normale chez les doubles KO
(Zhao et al., 2004).
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Enfin, si l'injection in vitro de noyaux des spermatozoides testiculaires double KO TP1-KO et
TP2-KO a des ovocytes sauvages entraine un taux de fécondation et de développement
embryonnaire normal, I'injection de noyaux de spermatozoides épididymaires TP1-KO et TP2-
KO entraine en revanche un revanche un taux de fécondation et de développement
embryonnaire tres bas, ce qui signifie que la compaction défectueuse de I’ADN provoque des
dommages a celui-ci pendant le transit épididymaire, ce qui provoque la stérilité des souris.

Ainsi les protéines de transition sont essentielles a la compaction du génome spermatique et
a la maturation de la protamine-2. Elles ont également un réle dans la réparation ou la
prévention des cassures de I’ADN. De part ce réle essentiel dans la compaction du génome,
leur absence ou mauvaise expression donnant lieu a des altérations génétiques, elles peuvent
aussi étre responsables d’une infertilité chez 'lhomme. Ceci sera détaillé dans un chapitre
ultérieur.

2- Les protamines (Prms)

Durant les stades tardifs de la spermatogenése, la compaction du génome est assurée par des
petites protéines encore plus basiques que les TP qui sont les protamines.

2- 1. Structure

Comme dit ci-dessus, chez la souris et chez I’'homme les génes codant pour les protamines
font partie d’un cluster sur le chromosome 16 dont fait également partie TP2. Les deux génes
comprennent 2 exons et un intron (Dadoune, 2003). Comme expliqué dans le paragraphe
concernant les TPs, le cluster est flanqué de deux séquences régulatrices (MARs) et la
transcription des génes Prm1 et Prm2 a donc lieu au méme moment que TP2, c’est-a-dire dans
les spermatides de stade 7. La encore, ils sont stockés sous forme de ribonucléoprotéines dans
le cytoplasme. Un signal de polyadénylation permet également de maintenir leurs ARNm dans
un état inactif, il comprend environ 160 résidus lorsque les ARNm sont transcriptionnellement
inactifs (Kleene, 1989). Les protamines sont traduites en méme temps que les protéines de
transition, dans les spermatides a partir du stade 12 (Balhorn et al., 1984 ; Biggiogera et al.,
1992). D’autres études opteraient pour une traduction plus tardive pour la Prm1, c’est a dire
a partir des stades 13-14 (Mali et al., 1988). Il a été montré que si les ARNm de Prm1 et Prm2
comprenant un signal de polyadénylation de 160 résidus sont inactifs, 80 a 95% des ARNm de
Prm1 et Prm2 comprenant un signal de polyadénylation de 30 résidus sont
transcriptionnellement actifs (Kleene et al., 1984 ; Heidaran et Kistler, 1987 ; Kleene, 1989,
1993).

Le rble essentiel de ce signal de polyadénylation a également été mis en évidence chez la
souris : si la séquence 3'UTR du gene codant pour la Prm1 est remplacée par la séquence
3’UTR de I’hormone de croissance humaine, la traduction a lieu de suite apres transcription et
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dans ce cas, les souris sont stériles et la maturation de la protamine2 n’a pas lieu (Lee et al.,
1995).

Les séquences 5’UTR et 3’"UTR des protamines et TPs sont trés conservées entre les espéces
suggérant la encore une pression forte afin de réguler la transcription et traduction de ces
protéines dans la mesure ou leur présence prématurée induit une stérilité et est toxique pour
les cellules somatiques (Kleene et Bagarova, 2008 ; Lee et al., 1995). Dans la partie 3’UTR de
la Prm1 se trouve notamment la séquence YBS (Y-box recognition site) qui permet la fixation
de MSY2 et MSY4, deux protéines Y-box qui font partie des ribonucléoprotéines testiculaires
(Giorgini et al., 2001). La partie 3'UTR contient plus précisément le TCE (Translational control
element) qui joue un role indispensable puisque qu’un changement de cette séquence induit
une traduction prématurée (Zhong et al., 2001).

En outre, les régions flanquantes de ces génes sont également conservées entre les espéces
et la région 5’ contient notamment un enhancer dépendant de I’AMPc en amont de la TATA
box, appelé « cAMP response element » (CRE) dont la séquence différe d’'une ou deux bases
de la séquence consensus avec des séquences spécifiques des genes. De plus, il y a une
proportion importante de dinucléotides CA adjacent a la séquence CRE. Ce motif est unique
aux PRMs et aux TPs suggérant un motif CRE élargi qui pourrait permettre une expression
coordonnée de ces protéines (Oliva et Dixon, 1990).

Enfin, la répression de la transcription implique des répresseurs qui se lient a des séquences
spécifiques des séquences 3’UTR ou du signal de polyadénylation (Stern et al., 1983 ; Hecht,
1988, 1990 ; Morales et al., 1991, Dadoune, 1995 ; Kleene, 1996 ; Steger, 1999).

Les protamines sont des protéines de faible poids moléculaire riches en arginine et cystéine
qui vont se localiser dans le petit sillon de I’ADN (Dadoune, 2003). Leurs génes dérivent d’un
géne ancestral également a I’origine des génes des histones (Eirin-Lépez et Ausio, 2009). Il en
existe 2 chez les mammiféres PRM1, qui comprend 50 acides aminés (environ 5,5 kDA), et
PRM2 qui est synthétisée sous la forme d’un précurseur, la pré-PRM2, comprenant
respectivement 101 et 106 aminés chez ’homme et la souris (Balhorn, 2007). La maturation
de la PRM2 sera étudiée dans la partie suivante. Si PRM1 est exprimée chez tous les
mammiféres, PRM2 n’est en revanche exprimée que chez certains mammiféres dont
I'homme, les primates et la souris.

Alors que la séquence de la PRM1 est trés conservée, ce n’est pas le cas pour PRM2.
Néanmoins elles comportent toutes deux des domaines structuraux leur conférant un certain
nombre de propriétés (Figure 22). Le domaine central est trés riche en arginine (cluster
comprenant 3 a 11 résidus) qui leur permet d’interagir avec I’ADN grace a I'établissement de
liaisons H+ entre 'ADN et les deux groupements amines des arginines, il s’agit donc d’un
domaine d’ancrage. Ce domaine est entouré de courts segments riches en cystéine. Dans le
cas de la Prm2 mature les domaines arginines sont espacés. |l y a également plus d’histidines
que chez Prm1 (20% pour Prm2 et 5% pour Prm1 ; Yelick et al., 1987).

De plus, des résidus cystéines sont présents dans les parties amino et carboxy-terminales des
PRMs (Vilfan et al., 2004). Ces résidus sont oxydés durant le transit épididymaire et forment
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des ponts disulfures intra et inter-protamines. En étant ainsi reliées entre elles toute
dissociation est évitée (Carrell et al.,, 2007) et le complexe ADN-protamines est stabilisé.
L'oxydation des groupements thiols des cystéines consécutives est réalisée par nGPx4 une
sélénoprotéine nucléaire (Puglisi et al., 2014).

Enfin, chez ’'homme et la souris la partie C-terminale de la PRM2 possede un domaine a doigt
de zinc qui comprend 2 cystéines et 2 histidines. Le zinc pourrait participer a la condensation
de la chromatine en protégeant de l'oxydation les groupements thiol des cystéines,
permettant de limiter la formation de ponts disulfures intra et inter protamines (Bjorndahl et
Kvist, 2010). Ce domaine aurait aussi un role dans I'inhibition de la transcription a la fin de la
spermiogeneése (Bianchiet al., 1992). Il est important de souligner que le zinc est suffisamment
abondant dans la cellule pour qu’une molécule se fixe sur chaque PRM2 (Bench et al., 2000).

Comme pour les TPs les protamines sont phosphorylées immédiatement apreés leur traduction
et transportées vers le noyau (Green et al., 1994) (Figure 22-A). Les kinases responsables de
cette catalyse ne sont pas les mémes pour la Prm1 et la Prm2 : il s’agit de SRPK1 pour Prm1
(Papoutsopoulou et al., 1999) et CAMK4 pour la Prm2 ainsi que pour ses formes intermédiaires
(Carrell et al., 2007). CAMK4 est d’ailleurs détectée dans les stades tardifs des spermatides
(Wu et al., 2000). Dans le cas de la Prm1, ce sont les résidus sérine et thréonine de la partie
amino-terminale qui sont phosphorylées, tandis que pour Prm2 les sites de phosphorylation
sont situés dans la partie centrale de la protéine, ce qui suggérerait des différences quant a
leurs propriétés d’interaction (Pirhonen et al., 1994).

La phosphorylation des protamines est en effet indispensable a leur liaison avec ’ADN et une
fois fixées, leur déphosphorylation est indispensable a la stabilité de l'interaction avec le
phosphosquelette de I’ADN (Rathke et al., 2014 ; Dadoune, 2003). Une étude plus récente
chez la souris a montré que la déphosphorylation de la sérine 56 par la phosphatase Ppplcc
(Ppplcc2) est indispensable a la spermiogeneése (ltoh et al., 2019). Ce résidu est également
suggéré phosphorylé chez ’homme (Chirat et al., 1993).

Enfin, il a été découvert plus récemment que la Prm1 avait également des résidus acétylés et
méthylés et que la Prm2 avait des résidus acétylés (Brunner et al., 2014) (Figure 22-B).
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Figure 22 - Structure des protamines chez la souris.

A- Représentation des différents domaines des protamines chez la souris. Les sites de clivages Y, les

domaines de liaison 3 'TADN [ et les sites de phosphorylation sont indiqués Y (issue de Balhorn, 2007).
Les domaines d’ancrage a I’ADN (Ad) sont tres riches en arginine permettant I'établissement de liaisons
hydrogéenes entre I’ADN et les groupements amines de celles-ci.

B- Séquence des protamines chez la souris et sites de modifications post-traductionnelles : Acétylation A,
Méthylation Me et Phosphorylation P (issue de Brunner et al., 2014). |l a notamment été montré que la
phosphorylation est nécessaire a leur liaison a I’ADN.

Il existe également une Prm3 mais qui a la différence des deux autres posséde des résidus
chargés négativement, ce qui exclue un role de liaison a ’ADN (Balhorn, 2007). Ceci est
renforcé par le fait que c’est une protéine cytoplasmique qui est absente du spermatozoide
mature (Grzmil et al., 2008). Cependant, c’est une protéine conservée chez 14 espéces
représentant 7 ordres de mammiferes et dont la séquence comprend un domaine présumé
« coiled-coil », ces domaines étant impliqué dans lI'interaction entre protéines.
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Le fait que les spermatozoides issus de male Prm3 7~ aient une mobilité réduite pourraient
étre liés a un défaut d’interaction entre plusieurs protéines durant la spermiogénése (Grzmil
et al., 2008).

2- 2. Maturation de la PRM2

C’est une fois incorporé a I’ADN que le précurseur de la Prm2 va subir plusieurs clivages
successifs qui s’étalent sur plusieurs jours chez la souris (Chauviére et al., 1992 ; Carre-Eusebe
et al., 1991). Cela aboutit a I'existence de 6 formes intermédiaires de la protéine, les excisions
ayant lieu en position 4, 10, 15, 19, 25, 31 et 43 (Figure 22-A). Les protéines Prm2/5, Prm2/11,
Prm2/16, Prm2/20, Prm2/26 et Prm2/32 ont été isolées a partir de noyaux de spermatides de
souris et montrent que la partie N-terminale de chaque protéine chevauche une partie
distincte de la partie N-terminale de la pré-Prm2 tandis que la partie C-terminale est toujours
identique.

Au final ces clivages séquentiels vont aboutir au clivage de plus de 40% de la partie amino-
terminale. La PRM2 mature posséde donc 54 et 63 acides aminés chez I’'homme et la souris
respectivement (de Mateo et al., 2011). Il est important de souligner que la maturation de la
PRM2 se poursuit dans I'épididyme (Debarle et al.,, 1995) et qu’il y a également une
persistance des protéines intermédiaires a un taux trés bas dans les spermatozoides (Gusse et
al., 1986).

La voie protéolytique impliquée dans cette maturation est encore inconnue a ce jour mais la
présence simultanée des formes intermédiaires dans le testicule pencherait en faveur du fait
gue certains sites sont clivés de maniéere préférentielle (Yu et al., 2000 ; Zhao et al., 2001).

2- 3. Fonction

Les protamines permettent donc une compaction extréme du génome, de |'ordre de six fois
supérieur celle du génome somatique (Ward et Coffey, 1991). Ainsi, la chromatine est
organisée de fagon totalement différente, non plus sous forme d’euchromatine et
d’hétérochromatine mais sous forme de nucléo-protamines. Ceci permet de protéger le
génome paternel de Iésions oxydatives et des endonucléases jusqu’a la fécondation. Pour cela
le ratio PRM1/PRM2 doit étre de 1/1 chez ’homme.

Les protamines sont essentielles a la spermiogénese, l'invalidation de Prm1 ou de Prm2
entrainant une stérilité chez les souris (Cho et al., 2001 ; Schneider et al., 2016). Les
spermatozoides présentent en effet une forme anormale, une mobilité réduite et des défauts
majeurs de compaction associés a une fragmentation élevée de leur ADN. De plus, une
diminution de I’expression de I'une ou I'autre des protamines entraine des défauts nucléaires.
Dans le cas de la Prm2 cela a pour conséquence une mauvaise compaction de I’ADN associée
a un échec de développement embryonnaire (Cho et al., 2003).
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D’un point de vue mécanique, la Prm1 se lie a 10 ou 11 paires de bases d’ADN tandis que la
Prm2 se lie a 15 paires de bases (Balhorn, 2007). La liaison des protamines au
phosphosquelette annihile la charge du complexe chromatinien, permettant de le condenser
dans un noyau qui est 1/20%™¢ fois celui d’une cellule somatique. Cela contribue indirectement
a la forme de la téte et aux propriétés hydrodynamiques de celle-ci.
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V. Infertilité chez ’'homme

1- Définition et données épidémiologiques

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) définit l'infertilité comme étant I'échec
d’obtention d’une grossesse pour des couples en age de procréer (femmes de 18 a 45 ans)
aprés 12 mois de rapports sexuels réguliers non protégés. Elle peut-étre primaire quand il n’y
a jamais eu de grossesse ou secondaire lorsque le couple est parvenu a obtenir au moins une
grossesse dans le passé.

On estime en moyenne qu’entre 8 et 12% des couples seraient confrontés a ce probléeme avec
cependant des disparités en fonction des régions du globe (Boivin, 2007 ; Vander Borght et
Wyns, 2018). A ce titre, I'infertilité a été définie par 'OMS comme préoccupation majeure de
santé. Il faut tout de méme signaler qu’il est trés difficile d’obtenir des données précises
concernant la prévalence de linfertilité du fait des différences territoriales quant a la
définition méme de linfertilité mais aussi du fait du manque de données concernant
I'infertilité masculine dans certaines régions du globe (Inhorn et Patrizio, 2015).

On estime que dans 50% des cas un facteur masculin est impliqué (Vander Borght et Wyns,
2018).

A I'heure actuelle il existe 30% d’infertilités idiopathiques (Tittelmann et al., 2011). De plus
lorsqu’un couple doit avoir recours a une technique de procréation médicalement assistée
(PMA), les taux de réussite en France s’échelonnent entre 10 et 20% en fonction de la
technique utilisée d’apres le rapport scientifique 2018 de I'agence de biomédecine. En
conséquent, apres les 4 tentatives de PMA remboursées par la sécurité sociale, en moyenne
un couple sur deux n’aura pas obtenu de grossesse clinique.

Sachant que la spermatogenése est un processus physiologique unique et d’une extréme
complexité et qu’il existe plus de 500 genes spécifiqguement exprimés dans le testicule, une
composante génétique est impliquée dans de trés nombreux cas pour lesquels I’étiologie est
encore inconnue a ce jour (Tittelmann et al., 2011). D’autant qu’il existe une augmentation
des cas d’infertilité au sein d’'une méme fratrie et qu’il existe des modeles murins KO dont le
phénotype est une stérilité (Matzuk et Lamb, 2008). Les phénotypes vont étre détaillés par la
suite mais tous phénotypes confondus, les défauts génétiques sont retrouvés dans moins de
5 % des cas d’infertilité masculine (Hwang et al., 2010).

Ainsi la compréhension du processus physiologique de transition entre les histones et les
protamines pourrait permettre de progresser sur certaines causes d’infertilité. D’autant qu’un
taux de fragmentation d’ADN élevé, qui est un marqueur d’une mauvaise compaction de
I’ADN, ou un ratio histones/protamines élevé sont notamment des indicateurs de mauvais
pronostic méme en cas de FIV-ICSI (fécondation in vitro avec injection intracytoplasmique de
spermatozoides) (Fournier et al., 2018 ; Deng et al., 2019).
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Enfin, de nombreuses études ont montré que des facteurs environnementaux tels que des
perturbateurs endocriniens pourraient étre impliqués. Les études portant sur la souris
suggerent que les antiandrogénes auraient un impact important et des études chez I’homme
doivent étre maintenant réalisées (Gore et al., 2015).

2- Facteurs génétiques impliqués dans certains phénotypes

2-1. L'azoospermie

L'azoospermie est définie comme une absence totale de spermatozoides dans I'éjaculat, dont
I'origine peut-étre obstructive ou non obstructive. Plusieurs génes ont été mis en évidence
dans les deux cas. C’est un phénotype fréquent dans la mesure ou cela concerne 10 a 20% des
hommes infertiles (Jarow et al., 1989).

Dans le cas des azoospermies obstructives (AO), il s’agit dans 25 % des cas d’'une mutation du
géne CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator; Yu et al., 2012). La
présence d’agénésie bilatérale des canaux déférents (CBAVD) chez les patients atteints de
mucoviscidose a permis par la suite de mettre ce géne en évidence pour des agénésies isolées.
Dans ce cas, il s’agit souvent de I'association entre une mutation majeure avec une mutation
mineure, ce qui impligue que les patients ne présentent pas de symptomes de la
mucoviscidose (Yu et al., 2012). Chez 4 autres patients avec CBAVD, le gene ADGRG2 (adhesion
G protein-coupled receptor G2) a été mis en évidence (Patat et al., 2016).

Concernant les azoospermies non-obstructives (ANO), les premiéres études ont montré des
implications chromosomiques telles qu’une microdélétion du chromosome Y et notamment
de la région AZF (Azoospermia factor). Il faut souligner que le chromosome Y comprend 78
génes impliqués dans la différenciation sexuelle masculine et la spermatogeneése (Skaletsky et
al., 2003). La région AZF contient un certain nombre de genes essentiels a la spermatogenése
(Figure 23). Ces microdélétions sont présentes chez 10% des patients présentant une ANO
(Hotaling et Carrell, 2014). Elles sont également retrouvées chez 5% des patients présentant
une oligospermie sévere (< 5 millions de spermatozoides par mL d’éjaculat). Une autre cause
fréquente d’azoospermie est le syndrome de Klinefelter (caryotype XXY, 14% des ANO).
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Figure 23 — Représentation du chromosome Y, de la région AZF et des génes contenus dans cette région
(issue de Tahmasbpour et al., 2014).

En A la région AZFc normale est représentée tandis que les microdélétions de cette méme région AZFc sont
indiquées en B, C et D. Les délétions de ces régions sont impliquées dans des phénotypes d’azoospermie non-
obstructive.

L'implication de plusieurs génes dans la stérilité masculine a ensuite été démontrée dans
plusieurs études. C'est le cas notamment de Scyp3, une protéine faisant partie des complexes
synaptonémaux étudiée dans le chapitre 2 (Yuan et al., 2000). A ce jour, il reste encore de
nombreuses causes d’étiologie inconnue et au vu de la sévérité du phénotype, une cause
génétique est fortement probable.

2- 2. Laglobozoospermie

La globozoopermie correspond a la présence de spermatozoides dépourvus d’acrosome, et
ayant donc une téte globulaire. Plusieurs génes ont été identifiés comme DPY19L2, géne
codant pour une protéine de la membrane nucléaire interne des spermatides (Pierre et al.,
2012 ; Yassine et al., 2015). Il a été montré qu’il y avait un défaut d’invasion des protéines de
transition et donc de recrutement des protamines chez les souris dont ce gene a été invalidé.
Plusieurs études montrent que des défauts de compaction du génome sont constatés dans
des spermatozoides avec des défauts de formation de I'acrosome suggérant un véritable lien
entre les deux phénomenes.
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2- 3. L'asthénozoopermie et les phénotypes flagellaires

L’asthénozoospermie correspond a une diminution de la mobilité spermatique. Selon I’'OMS
le diagnostic est obtenu lorsque I'on observe moins de 32% spermatozoides mobiles
progressifs. Dans un certain nombre de cas s’y associe des malformations flagellaires.

Certains génes comme celui codant pour la protéine IFT140 impliquée dans le transport
intraflagellaire sont également liés a des dyskinésies ciliaires primitives (Perrault et al., 2012) ;
Wang et al., 2019). En effet un certain nombre de génes codent pour des protéines liées a
I’'axonéme qui est une structure présente dans les cils et flagelles (Inaba et Mizuno, 2016).
Chez des patients dont les spermatozoides correspondent au phénotype MMAF
(malformation multiple des flagelles) mais avec un défaut de formation de I’'acrosome, un taux
important de fragmentation de I’ADN a, la encore, été retrouvé (Ghedir et al., 2014).

3- Les techniques de procréation médicalement assistée (PMA)

Ces techniques consistent a manipuler les gamétes dans le but d’obtenir une fécondation. Si
elles ne corrigent pas la cause intrinséque a l'origine de l'infertilité, elles permettent en
revanche dans un certain nombre de cas d’obtenir une grossesse clinique. En France d’apres
I'agence de biomédecine, pour exemple en 2018, 148 711 tentatives d’AMP ont été recensées
et toujours en 2018, selon I'INSEE, un peu plus de 3% des enfants sont nés apres une assistance
médicale a la procréation.

3-1. Ll'insémination artificielle (1A)

Cette technique consiste a injecter des spermatozoides dans la cavité utérine apres que
I'ovulation ait été déclenchée chez la femme. Cela suppose d’obtenir suffisamment de
spermatozoides mobiles et donc que les anomalies spermatiques soient modérées.

3- 2. Lafécondation in vitro (FIV)

La FIV consiste a réaliser les étapes de fécondation et les premiéres étapes de développement
embryonnaire en laboratoire. Pour cela, I'ovulation doit étre induite chez la femme puis les
gametes de 'homme et la femme prélevés. Les spermatozoides préalablement sélectionnés
sont ensuite mis en présence des ovocytes recueillis dans un milieu approprié. Les embryons
obtenus aprés fécondation sont cultivés in vitro 48H jusqu’au stade 4 cellules ou 5 jours
jusqu’au stade blastocyste avant d’étre transférés dans la cavité utérine. Les autres embryons
seront cryoconservés ou vitrifiés. La FIV est indiquée dans le cas ou le nombre de
spermatozoides mobiles est insuffisant pour une IA ou notamment lors d’infertilités
inexpliquées.
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3-3. LaFIV avecinjection intracytoplasmique de spermatozoides
(FIV-ICSI)

Figure 24 - Injection d’un spermatozoide dans un ovocyte lors d’un protocole de FIV-ICSI (image issue de
I"UNC Fertility clinic, Raleygh, Etats-Unis d’Amérique).

Un spermatozoide est prélevé a |'aide d’'une micropipette puis injecté dans le cytoplasme d’un ovocyte mature
qui est maintenu a I'aide d’une micropipette de contention.

La FIV-ICSI rajoute une étape a la FIV classique. Un spermatozoide est injecté a 'aide d’une
micropipette dans le cytoplasme d’un ovocyte mature (en métaphase Il) décoronisé (Figure
24). Dans le cas d'une IMSI (injection intracytoplasmique de spermatozoides
morphologiquement sélectionnés) une étape de sélection du spermatozoide avec un
microscope a fort grossissement a lieu. Les infertilités masculines majeures constituent
I'indication de cette technique et notamment si le nombre de spermatozoides mobiles et de
bonne qualité est faible. Elle peut également étre utilisée avec I'obtention de spermatozoides
testiculaires ou épididymaires dans les azoospermies obstructives et certaines azoospermies
non obstructives.

Ainsi, si ces techniques de PMA ont permis de pallier a un certain nombre d’infertilités sans
pour autant résoudre leurs causes, le fait que 50 % des couples n’aient pas d’enfant a la fin du
parcours implique que dans un certain nombre de cas les gamétes produits ne sont pas viables
pour la fécondation et/ou pour le développement embryonnaire. La compréhension des
mécanismes de la gamétogeneése, de sa fine régulation et des multiples genes impliqués est
donc aujourd’hui nécessaire pour pallier a ces infertilités. D’autant que si la protection du
génome est compromise suite a un défaut génétique ou épigénétique pendant la
gamétogeneése, un conseil génétique peut-étre indiqué.
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VI. Implication des protéines de transitions (TPs) et des
protamines (PRMs) dans l’infertilité masculine

1- Les TPs

Si en 2006 il n"avait pas été retrouvé de mutations des TPs liées a une infertilité masculine
(Aoki et al., 2006a), une étude plus récente a retrouvé une mutation de TP1 chez 15 patients
infertiles ayant une varicocéle sur une cohorte de 82 patients (Heidari et al., 2014). Si un lien
entre une varicocele et une mutation de TP1 est suggéré, la cause exacte n’est pas encore
connue d’autant que la mutation se situe au niveau de 'intron et que, de fait, I'effet de celle-
ci sur I'expression de TP1 n’est pas connu. Une autre étude sur des patients atteints de
varicocele a identifié une mutation située dans I'intron de TP2 cette fois (Heidari et al., 2019).

En outre, une analyse sur une cohorte de 282 patients infertiles a permis de trouver 5
mutations au sein du gene TP2 et une délétion de 15 nucléotides du promoteur du gene de
TP1 (Miyagawa et al., 2005), mutations qui ne sont pas présentes chez les patients fertiles.
Cette délétion dans le promoteur de TP1 induit une diminution de I’expression de la protéine
chez ce patient.

Enfin, une mutation dans la séquence 3’UTR de TP1 a été retrouvée chez un patient atteint
d’oligozoospermie sur une cohorte de 100 patients (Venkatesh et al., 2011).

Pour conclure, peu de corrélations ont été retrouvés dans le cas des TPs, ce qui peut
s’expliquer par la redondance entre TP1 et TP2.

2- Les protamines

Les liens entre intégrité du génome paternel, infertilité et réussite en PMA ont été démontrés
par le biais de tres nombreuses études. Les premieres études ont montré que chez certains
hommes ayant recours aux techniques de PMA, la PRM2 était absente des spermatozoides
(De Yebra et al., 1993). Par la suite, une diminution des transcrits de PRM1 a également été
montrée chez des hommes infertiles (Steger et al., 2003).

Une déviation du ratio PRM1/PRM2 de 1/1 dans un sens comme dans |'autre a également été
corrélée a une mauvaise qualité spermatique et a la réussite en PMA et ce méme en FIV-ICSI
(De Mateo et al., 2009 ; Aoki et al., 2005 ; Aoki et al., 2006b). Les blastocystes issus de
spermatozoides d’hommes ayant un ratio PRM1/PRM2 supérieur a 1 sont en effet de
mauvaise qualité (Nasr-Esfahani et al.,, 2004). Il a également été démontré que le ratio
PRM1/PRM2 pouvait étre augmenté chez des hommes ayant une oligospermie du fait que la
PRM2 était diminuée (Mengual et al., 2003).
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Si plusieurs études ont supposé que c’est la présence de précurseurs de la PRM2 qui était la
cause d’un ratio altéré (De Yebra et al., 1998), cela fut ensuite démontré chez une cohorte de
patients infertiles (Torregrosa et al., 2006). Chez d’autres cohortes de patients une déficience
compléte en PRM2 a été mise en évidence (Carrell et al., 2001 ; Hammoud et al., 2009).

Ainsi, des outils comme la coloration a la chromomycine A3 (CMA3) ont été développés pour
évaluer la qualité nucléaire des spermatozoides avant leur utilisation pour des techniques de
PMA. La CMA3 est un fluorochrome qui se fixe sur les séquences riches en guanosine-cytosine,
séquences accessibles lorsque I’ADN est incorrectement protaminé. Il permet donc de
détecter indirectement une mauvaise protamination de I’ADN (Bianchi et al., 1993).

Il y a une corrélation entre un pourcentage important de positivité a la coloration a la CMA3
et une diminution des taux de réussite en PMA y compris en FIV-ICSI (Marchiani et al., 2017 ;
Nasr-Esfahani et al., 2008 ; Nasr-Esfahani et al., 2005). Par contre, en cas de ratio PRM1/PRM2
altéré si les FIV-ICSI sont réalisées avec des spermatozoides testiculaires, le taux de
fécondation est meilleur (Sarasa et al., 2020), ce qui va dans le sens qu’un déficit en PRM2
induit des dommages par stress oxydatif a I’ADN durant le transport épididymaire (Schneider
et al., 2020). Inversement, pour les hommes chez qui ce ratio est normal, les résultats en FIV
et FIV-ICSI sont meilleurs (Rogenhofer et al., 2013).

Lors de la fécondation, le noyau du spermatozoide se trouve en G1 alors que celui de I'ovocyte
se trouve bloqué en M2. Les facteurs de promotion méiotique n’agissent que sur les histones
et pas sur les protamines. Quand les facteurs d’activation du spermatozoide sont libérés au
sein de I'ovocyte, cela résulte en I'activation de la méiose de ce dernier. Pendant I'inactivation
de ces facteurs, les protamines sont remplacées par des histones dans le noyau spermatique,
I'oocyte termine sa méiose et les deux se retrouvent donc synchronisées en phase G1. Lorsque
le taux de protamination est trop bas, il peut y avoir une condensation prématurée des
chromosomes du spermatozoide, ce qui provoque un échec de fécondation (Nasr-Esfahan et
al., 2006 ; Nasr-Esfahan et al., 2007).

L'index de fragmentation de I’ADN (DFIl) est un autre outil permettant d’évaluer la qualité
nucléaire, il est souvent mesuré grace a une technique de cytométrie en flux (Sperm
Chromatin Structure Assay, SCSA). Plusieurs études ont fait un lien entre un ratio PRM1/PRM?2
altéré et un DFI élevé (Aoki et al., 2005 ; Amor et al., 2019). D’autres ont établi un lien entre
des anomalies morphologiques des spermatozoides et des CMA3 et DFI plus élevés : c’est le
cas pour la globozoospermie (Hosseinifar et al., 2015) mais aussi pour les phénotypes MMAF
(Atshan et al., 2019). Le DFI est un bon indicateur des chances de grossesse puisqu’un DFI
supérieur a 30% réduit de 3 fois les chances d’implantation du blastocyste et un DFI supérieur
a 45 % rend la probabilité d’implantation nulle (Guérin et al., 2005). Il a ensuite été
directement relié au taux de fécondation et a la qualité embryonnaire post-ICSI (Cebesoy et
al., 2006). Finalement, une méta-analyse de 12 études a montré une corrélation entre une
déficience en protamines et des dommages a I’ADN (Ni et al., 2016).
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De plus, la présence de certaines mutations dans les génes des protamines a été associée a
I'infertilité masculine (Iguchi et al., 2006; Ravel et al., 2007; Gazquez et al., 2008 ; Imken et al.,
2009). Une premiére étude a montré que chez plusieurs patients atteints d’oligozoospermie
sur une cohorte de 281 patients, il y avait une substitution d’un acide aminé situé dans la
séquence codante (3 patients), dans la région flanquante 5’ (4 patients) ou dans la région
3’UTR (1 patient) de la PRM1 (Ravel et al., 2007). Une deuxieme a identifié une substitution
d’un acide aminé dans la séquence codante de PRM1, une mutation dans la région promotrice
de PRM2 dans une cohorte de 125 patients atteints d’azoospermie ou d’oligozoospermie
(Imken et al., 2009). L’étude de C. Gazquez et al. sur une cohorte de 220 patients infertiles a
permis de mettre en évidence un risque accru de défauts de morphologie des spermatozoides
et de ratio PRM1/PRM2 chez les patients porteurs d’un variant (substitution d’un acide aminé)
de la PRM1 (Gazquez et al., 2008). Enfin I'’étude d’lguchi et al. reporte la substitution d’un
nucléotide dans le géne de la PRM1 chez 3 hommes infertiles sur une cohorte de 30 (Iguchi et
al., 2006).

Enfin, plus récemment, un lien a été montré entre le ratio Histones/PRMs et le taux de
fragmentation de I'ADN (Fournier et al., 2018). Cependant, la question de la maturation de la
PRM2 reste essentielle et de nouveaux outils permettant d’en comprendre les conséquences
sur la spermiogenese et l'infertilité sont nécessaires. Une méthode permettant de I'évaluer
permettrait de comprendre si un défaut de maturation est impliqué dans certaines infertilités
masculines et si oui, a quelle fréquence. D’autant plus que des défauts de déméthylation sont
retrouvés sur plusieurs loci soumis a empreinte parentale chez des patients avec un ratio PRM
altéré (Hammoud et al., 2010) et que les enfants nés a la suite de techniques de PMA ont
guatre a huit fois plus de risques d’avoir une maladie liée a I'empreinte parentale (Hattori et
al.,, 2019). Pour rappel, la PRM2 posséde des domaines a doigt de zinc qui participent a
I'inhibition de la transcription a la fin de la spermiogénése.

Une meilleure connaissance de la maturation de la PRM2 permettrait ainsi de diriger au mieux
les couples vers la technique de PMA la plus adaptée, comme [l'utilisation ou non de
spermatozoides testiculaires.
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Une réorganisation drastique de la chromatine a lieu durant les phases post-méiotiques de la
spermatogenése. Cette réorganisation a pour but, d’'une part de compacter le génome afin
que celui-ci soit protégé au cours du transit du spermatozoide avant et pendant la fécondation
et d’autre part de préparer un épigénome spécifique permettant un développement
embryonnaire normal.

Lors de la spermatogeneése la chromatine nucléosomale subit des transformations majeures
puisque la quasi-totalité des histones est remplacée par d’autres protéines plus basiques
spécifiques de la lignée germinale male, les protéines de « transition » (TPs) et les protamines.
Ces derniéres s’associent et compactent le génome male dans le spermatozoide. Bien que ce
remplacement des histones par les protamines ait été décrit dans la plupart des espeéces
animales, notamment chez les mammiféres, et que cette étape soit cruciale pour la
procréation, les mécanismes qui gouvernent ces transitions sont encore tres peu connus. Mon
laboratoire d’accueil a pour objectif de disséquer les mécanismes moléculaires impliqués dans
ce processus.

La compréhension détaillée des différentes étapes menant a I'organisation finale du génome
dans le spermatozoide peut améliorer la prise en charge de certaines infertilités. En effet, en
moyenne 10% des couples dans le monde sont confrontés a un probléme d’infertilité et pour
un couple sur deux un facteur masculin est en cause. Il est donc essentiel de mieux
appréhender les causes d’infertilité masculine afin que la prise en charge médicale non
seulement augmente les chances de conception mais aussi minimise les risques pour la
descendance puisqu’il a été montré que le risque de maladies liées a 'empreinte génomique
est supérieur chez les enfants issus de techniques de procréation médicalement assistée.

Mes travaux de thése portent plus spécifiquement sur le réle fonctionnel de la maturation de
la protamine 2. En effet, cette protéine est essentielle a I'organisation du génome dans les
spermatozoides. Elle est synthétisée sous la forme d’un précurseur, la pré-protamine 2 (pré-
Prm2), qui est par la suite clivée. Il est connu que les protéines de transition sont impliquées
dans ce clivage, mais I'importance de cette maturation dans la spermatogénése normale et
son implication dans l'infertilité masculine n’ont pas été explorées de maniere systématique.

Le premier objectif de mon travail est de réaliser une caractérisation fine de la présence et de
la distribution de la pré-Prm2 au cours de la différentiation des cellules germinales males chez
la souris. Au cours de la spermatogénése normale, la pré-Prm2 est normalement
majoritairement clivée.

Un deuxieme objectif est de rechercher systématiquement une accumulation de la pré-Prm2
dans des modeles de souris produits au laboratoire présentant un blocage de la phase post-
méiotique de la spermatogenese. Afin de caractériser cette accumulation dans ces modeles
et d’appréhender les mécanismes impliqués dans ce processus, un anticorps spécifique contre
la pré-Prm2 a été généré par mon équipe d’accueil avant mon arrivée.

Une étude approfondie sur la pré-Prm2 sera réalisée dans la lignée de souris invalidée pour le
géne H2A.L.2, un variant de [I'histone H2A spécifique des étapes tardives de Ila
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spermatogenese, afin de confirmer la co-expression des TPs avec les pré-protamines, de
définir plus précisément la chronologie d’expression des pré-protamines 2 et de rechercher
un lien entre la maturation de la protamine-2 et la réorganisation de la chromatine durant la
spermatogenese. Le but de ce travail est d’affiner le modeéle moléculaire expliquant la
transformation des nucléosomes en nucléoprotamines.

Enfin, un dernier objectif pour le travail de these, mené dans un cadre collaboratif, sera
d’explorer les anomalies de la maturation de la protamine-2 chez des hommes infertiles
nécessitant le recours a une FIV-ICSI.

La partie résultats détaillera donc ces objectifs.
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Article: Direct visualization of pre-protamine 2, as a tool to
score aberrant histone eviction, male infertility and embryo
formation failure

Afin de caractériser la présence et la distribution de la pré-Prm2 au cours de la différentiation
des cellules germinales deux anticorps polyclonaux ciblant la partie clivée de la protamine-2
ont été générés au sein de mon laboratoire d’accueil, un dirigé contre la protéine murine et
un dirigé contre la protéine humaine (Fig 1A, panneau du haut).

Au cours de ma thése j’ai utilisé I’anticorps ciblant le précurseur de la Prm2 chez des souris
sauvages et chez des modeles de souris ol le processus de transition entre histones et
protamines est bloqué afin de mieux caractériser le processus de maturation de la Prm2.
L'anticorps ciblant la pré-PRM2 humaine a, quant a lui, été utilisé sur des spermatozoides
d’hommes infertiles.

La partie concernant l'infertilité chez ’'homme a été réalisée en collaboration avec I'’équipe du
Dr Totonchi du Royan Institute for Reproductive Biomedicine en Iran.

Résumé des résultats

Nous avons dans un premier temps montré sur des extraits protéiques issus de spermatides
condensées gu’il y avait une accumulation de pré-Prm2 dans de nombreuses situations (Fig
1B). En effet, dans un modéle ou le premier bromodomaine de Brdt a été délété, la pré-Prm2
s’accumule fortement. Dans ce modeéle il n’y a pas d’enlevement des histones et il y a une
absence d’assemblage du complexe TPs/Prms. La pré-Prm2 s’accumule également dans un
modéle de souris oU la protéine TH2B-tag est exprimée, ce qui affecte le processus au moment
de la maturation des états transitionnels avec changement des diméres d’histones. Enfin, en
utilisant un modeéle de souris H2AL.2-KO, nous avons montré une tres forte accumulation de
pré-Prm2 par immunoblot (Fig 1B) et par immunofluorescence (Fig 2B). Dans ce modele il n’y
a pas d’invasion des nucléosomes par les TPs. Cette accumulation est également présente
dans les extraits de spermatozoides issus de souris H2A.L.2-KO (Fig 1B).

Ainsi, nous avons pu montrer chez la souris qu’il y a accumulation de précurseur de la Prm2
des qu’il y a un défaut d’enlevement des histones ou de maturation des états transitionnels
de la chromatine.

Dans un deuxiéme temps, nous avons montré par immunohistochimie sur des coupes des
testicules sauvages que la pré-prm2 était exprimée a partir des spermatides allongées de
stade 10 (Fig 2A). Nous avons ensuite tiré profit de I'accumulation de pré-Prm2 dans les
spermatides condensées de souris H2A.L.2-KO pour montrer par immunofluorescence que la
Pré-Prm2 est présente dans les spermatides allongées et les spermatides en début de
condensation (Fig 2B). Si par immunofluorescence nous avons confirmé que la pré-prm2 était
exprimée a partir des spermatides de stade 10, cela a également permis de montrer que dans
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les stades plus tardifs celle-ci subsistait seulement dans les régions sub-acrosomales (Fig 3).
De plus, il y a une remarquable co-expression de la pré-Prm2 avec les TPs au sein des
spermatides allongées (Fig 4A) suggérant fortement qu’il y a une action simultanée des deux
protéines dans le remplacement des histones.

Du fait de la corrélation entre des défauts de la spermiogénese et la maturation de la Prm2
chez la souris, nous avons ensuite voulu voir si la situation était similaire chez 'homme.
Autrement dit, nous voulions savoir si I'anticorps ciblant la forme humaine pouvait étre un
outil efficace d’évaluation d’infertilités masculines. Pour cela une étude a été réalisée sur une
cohorte de 49 patients infertiles de la clinique Royan en Iran. Celle-ci a permis de mettre en
évidence que s’il y a présence de pré-PRM2 chez tous les patients y compris chez les hommes
fertiles, certains patients infertiles ont un taux de pré-PRM2 élevé dans les spermatozoides
(Fig 5A-B) et que chez ces mémes patients le processus d’enléevement des histones est
défectueux (Fig 6 A-C). De plus, nous avons montré par microscopie électronique qu’il y avait
un défaut de compaction de 'ADN des spermatozoides de ces patients (Fig 6D). Ces
spermatozoides ont également une mobilité réduite (Fig 6E) et un défaut de formation de
I’acrosome (Fig 7). Une maturation correcte de la PRM2 est donc non seulement corrélée a
une compaction normale du génome paternel mais aussi a la formation de I'acrosome et a la
mobilité spermatique.

Les patients issus de cette cohorte ont eu recours a la FIV-ICSI. Afin d’évaluer si les défauts de
compaction de I’ADN liés a un défaut de maturation de la PRM2 pouvaient avoir un impact sur
la fécondation, le pourcentage de zygotes au stade 2 cellules issus de la fécondation
d’ovocytes par ces spermatozoides a été évalué. Cette analyse a montré que lorsque le taux
de pré-PRM2 atteint une certaine limite, le taux de fécondation est diminué (Fig 8).

En conséquent, le pourcentage de rétention de pré-PRM2 est un bon indicateur du taux de
fécondation et pourrait dans I'avenir étre utilisé en clinique humaine.

Ces résultats feront I’objet d’un article scientifique ou je suis co-premiére auteure et vont étre
soumis pour publication trés prochainement.
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Abstract

Histone-to-protamine transition is an essential step in the generation of fully functional
spermatozoa in various mammalian species. In human and mouse, one of the two protamine-
encoding genes, PRM2, produces a precursor pre-PRM2 protein, which is then processed and
assembled. Here we designed an original approach based on the generation of pre-PRM2-
specific antibodies to visualize the unprocessed pre-PRM2 by microscopy, flow cytometry and
by immunoblotting. Using mouse models with characterized molecular failure in histone-to-
protamine replacement, we showed that pre-PRM2 retention is tightly linked to the nucleosome
dismantlement process. Additionally, in elongating spermatids, we could demonstrate a prefect
pre-PRM2 — transition protein (TP) co-expression in space and time, as well as their physical
interaction, indicating the simultaneous rather than successive action of these proteins in histone
replacement. Finally, our anti-human pre-PRM2 antibody allowed us to measure pre-PRM2
retention rate in 49 men from infertile couples undergoing ICSI and to shed a new light on the
debated relationship between pre-PRM2 retention and sperm parameters. By monitoring 2PN
embryo formation, our data indicated that the extent of pre-PRM2 retention rather than pre-
PRM2 accumulation per se in donor sperms, could indicate failure in early development. Data
presented here point to the anti-pre-PRM2 antibodies as valuable tools that could be included
in routine monitoring of sperm parameters and as an interesting research tool, to better

understand the obscure process of histone-to-protamine transition.

Introduction

Spermiogenesis is marked by an almost genome-scale histone-to-protamine transition (Gaucher
et al., 2010; Hoghoughi et al. 2018; Rathke et al. 2013; Bao and Bedford; 2016). Protamines,
the final sperm-specific genome-compacting proteins, are small highly positively charged
proteins (Lewis et al., 2003). In the human genome two protamine-encoding genes are present
producing respectively protamine 1 (PRM1) and protamine 2 (PRM2). PRML is synthesized as
a mature protein, while PRM2 originate from a precursor pre-PRM2, which undergoes a
proteolytic processing leading to several mature PRM2s, differing in their N-terminal by 1 to 4
amino acid residues (Oliva, 2006). This pre-PRM2 processing event removes almost half of the
N-terminal residues of the precursor protein (Zhao et al., 2004). PRM2 is not present in all
mammalian species but when it is present, it significantly contributes to genome compaction
and is necessary for their fertility. In Prm2-deficient mice, incomplete DNA packaging, sever

acrosome malformation and membrane defects result in sperm immotility and male infertility
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(Schneider et al., 2016). Meistrich and colleagues previously observed a significant
accumulation of pre-PRM2 in the mouse spermatids in the absence of transition proteins
(Shirley et al., 2004; Zhao et al., 2004*). We have also observed the accumulation of pre-PRM2
in the spermatids of mice lacking the late-expressing H2A histone variant, H2A.L.2. Detailed
molecular investigations revealed that in the absence of H2A.L.2, although TPs are synthesized,
they are not capable of efficiently invading nucleosomes leading to phenotypes that are
reminiscent of those observed in Tpl/2 ko spermatocytes (Barral et al., 2017). Therefore,
collectively these two studies indicate that TPs are somehow required for the processing of pre-
PRM2.

In human spermatozoa PRM1 and PRM2 provide roughly equal contribution to sperm genome
packaging and a 1:1 ratio has been reported in mature normal spermatozoa. Deviations from
this ratio have been reported as an indicator of poor sperm parameters and possibly infertility
(de Mateo et al., 2009; Hamad et al., 2014; Ribas-Maynou et al., 2015). With this regard, a
decrease in mature PRM2 levels has been frequently observed leading to a deviation from the
normal PRM1/PRM2 ratio, probably as a result of incomplete processing of pre-PRM2
(Torregrosa et al., 2006; de Mateo et al., 2012). However, it is of note that the relationship
between pre-PRM2 retention and the fertility related sperm parameters appears to be poorly
described. In fact, on one hand it has been reported that pre-PRM2 retention has a negative
correlation with sperm count, morphology and motility, hence infertility (De Yebra et al., 1998;
Mengual et al., 2003; Torregrosa et al., 2006; de Mateo et al., 2009); on the other hand, a
positive correlation between pre-PRM2/PRM2 ratio and pregnancy rate has been observed (de
Mateo et al., 2009).

These reports therefore call on a more detailed explanation of the relationship between pre-
PRM2 processing and the fertility parameters. For this purpose, specific and convenient tools
are required to easily monitor pre-PRM2 accumulation in sperm samples and reconsider the
impact of defective pre-PRM2 processing in male infertility with the possibility to introduce
critical pre-PRM2 retention threshold values for a more precise evaluation of the functional
impact of aberrant pre-PRM2 retention in spermatozoa.

Here, by producing novel tools in the form of antibodies specifically detecting pre-PRM2 before
processing, we managed to show that pre-PRM2 retention is tightly linked to the control of
nucleosome dismantlement in spermatids and to histone-to-protamine transition.

According to our previous work, as well as the works of other groups, we know that just before

their removal, histones become hyperacetylated (Goudarzi et al., 2014), creating binding sites
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for the first bromodomain of a testis-specific member of the BET double bromodomain protein
family, Brdt. Indeed, our previously published investigations showed that Brdt’s first
bromodomain is somehow necessary for TPs and PRMs incorporation and subsequent histone
removal (Gaucher et al., 2012). Histone hyperacetylation, specifically at H4 lysine 5 and lysine
8, recognized by Brdt, is controlled by a post-meiotic enhancer of CBP/p300 acetyltransferase
activity, known as Nut (Shiota et al., 2018). The process of TP assembly itself is dependent on
a prior incorporation of a histone variant known as H2A.L.2, expressed in the same cells and at
the same time as TPs (Barral et al., 2017). Here, we show that pre-PRM2 first accumulates and
colocalizes with TPs due to its physical interaction with TP2. Using three different mouse
genetic models, we further show that a failure in TP assembly and histone-to-protamine
transition, systematically leads to the accumulation of pre-PRM2. Additionally, using an anti-
human pre-PRM2 antibody we report a detailed investigation of pre-PRM2 levels in 49 infertile
men candidate for ICSI with different sperm parameters. This antibody also allowed for the
measurement of pre—PRM2 retention rate in mature sperms, which was then correlated to two-
pronuclear zygote (2PN) formation rate as a parameter for sperm’s competence in embryo
formation. This tool also allowed us to show the intra-cellular spatial distribution of pre-PRM2,
without disturbing the genome compaction and to set up a cytometry-based evaluation of the
percentage of mature sperms retaining pre-PRM2.

Overall, these studies not only shed light on the obscure process of early histone replacement
in spermatids, but also introduce a convenient tool that could be routinely used in clinics to

extend the evaluation of sperm characteristics.

Materials and Methods

Mouse models

Mouse models used in this study were previously generated as described in Shiota et al (2018)
for Nut-KO, Barral et al (2017) for H2A.L.2-KO, Montellier et al (2013) for TH2B-tag and
Gaucher et al (2012) for Brdt-KO.

Steps 12-16 Condensing spermatids extract preparation

After removal of albuginea, 2 testes were mechanically disrupted using a ‘ ‘motor-driven potter-
homogenizer’” (3000 rpm/10 strokes) in 5 mL HM1 buffer (1.5 mM CaCl2, 10 mM Tris pH 8,
1 mM DTT, 0.32 M sucrose, protease inhibitor Complete EDTA free). The volume was
completed to 10 mL with HM2 buffer (1.5 mM CaCl2, 10 mM TrispH 8, 1 mM DTT, 0.32 M
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sucrose, protease inhibitor Complete EDTA free, 0.1% Triton). After centrifugation (1500 rpm,
10 min, 4°C), the pellet was dissolved in 3 mL HM2 buffer. The suspension was sonicated
(250J) and centrifuged (1500rpm, 10 min, 4°C) twice. The pellet was washed first with 10 mL
of HM2 buffer and then with 10 mL of HM3 buffer (1.5 mM CaCl2, 10 mM Tris pH 8, 1 mM
DTT, 0.88 M sucrose, protease inhibitor Complete EDTA free, 0.1% Triton) and finally with 1
mL of HM1 buffer.

Nuclei were lysed in 50puL of urea 8M and then sonicated (200J). After centrifugation
(14000rpm, 5 minutes), supernatants were collected.

The proteins of the collected fractions were analyzed by immunoblots.

Spermatozoa head extract preparation

Sperm samples were collected from cauda epididymis in ImL of DMEM/F12 medium (Life
technologies, 11330-032) and suspension was then sonicated (200J). After centrifugation (5000
rpm, 10 min, 4°C), the pellet was dissolved in DMEM/F12 and centrifuged again. The pellet
was then resuspended in 500pL of DMEM/F12. A gradient of three 500pL layers was prepared
(40, 70 and 90%) with Percoll (Sigma-Aldrich, P1644) and DMEM/F12, cell suspension was
carefully placed on the top of the gradient. After centrifugation (4000 rpm, 30 min, 4°C), each
layer was collected. Sperm heads were in the 90% layer. The suspension was then diluted in
DMEM/F12 and centrifuged (4000 rpm, 10 min, 4°C). Pellet was resuspended in 50uL of a
lysis buffer (7,3M urea, 0,6M NaCl, 1M ME) and sonicated (200J). Supernatant was collected
after centrifugation (14000 rpm, 10 min).

The proteins of the collected fractions were analyzed by immunoblots.

Spermatogenic cell preparations for in situ analysis

Staged seminiferous tubules: Albuginea of testis was removed and seminiferous tubules were
dissected at 4°C in DMEM with 100 mM sucrose. Microdissection and isolation of staged
tubules was carried out under a transillumination microscope, as previously reported (Kotaja et
al, 2004).

Tubules were cut into 2-mm segments and each segment was ‘squashed’ by pressure between
a coverslip and the slide, prefixed 20 s in liquid nitrogen, 10 min in 90% ethanol, air dried, and
processed for immunofluorescence.

Testis ‘imprints’: Testes were frozen in liquid nitrogen, cut in two parts and directly applied on
slides by apposition. The slides were then incubated in 90% ethanol for 15 min, and air-dryed
again.
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Microscopy and In Situ Immunodetection Immunofluorescence on Germ Cells

In order to permeabilize the cells prepared as described above, the slides were placed in 0.5%
saponine, 0.2% Triton X-100, and 1X PBS at room temperature for 15 min.

After a wash of 5 minutes in 1X PBS, the preparations were incubated in 5% dried milk, 0.2%
Tween, and 1X PBS at room temperature for 30 min. The primary antibodies were diluted in
1% dried milk, 0.2% Tween, and 1X PBS. The slides were incubated overnight in the primary
antibody in a humidified chamber at 4°C and then washed three times for 5 min in the antibodies
dilution buffer. The secondary antibodies were diluted at 1:500 in the same buffer and incubated
in a humidified chamber for 30 min at 37°C, and then washed as for the primary antibodies.
The DNA was counterstained by DAPI, and the slides were mounted in Dako fluorescent
mounting medium. Fluorescence images were captured with a confocal microscope (Zeiss LSM
710).

Antibodies

The antibodies used were as follows: rabbit polyclonal anti-Preprotamine2 antibody 1/100, goat
polyclonal anti-TP1 antibody 1/50, rabbit polyclonal anti-H2A.L.2 antibody 1/200 (Govin et
al, 2007), mouse monoclonal anti-Protamine P2 (Briar Patch Biosciences) 1/100, Lectin PNA
Alexa Fluor 647 conjugate 1/50 (Life Technologies).

Preprm2 and TP1 were expressed as GFP tagged proteins in E. coli (BL21) and purified using
standard procedures. Anti-Preprm2 antibodies were raised in rabbit after four successive
injections for a total of 6 mg of Preprm2 peptides. Anti-TP1 antibodies were raised in goat
(Covalab, Villeurbanne, France) after four successive injections for a total of 0.6 mg of
recombinant proteins. The sera were then purified against recombinant proteins. The secondary

antibodies were Alexa 488 or Alexa 568 fluor conjugates (Invitrogen).

Immunohistochemistry

The testes were formalin-fixed overnight, dehydrated and paraffin-embedded. Four mm serial
paraffin sections of fixed mouse testes were deparaffinized in toluene, incubated for 30 min in
0.3% H202 and hydrated through graded series of ethanol 100%, 90%, 70% (2 min each). The
sections were then incubated 20 min in sodium citrate 10 mM pH 6 at 99.5C. The slides were
then either counterstained with eosin hematoxylin or subjected to immunohistochemistry
activity. The non-specific binding of the antibodies was blocked with 5% dried milk, 1X PBS
for 30 min at room temperature. The sections were incubated overnight in a humidified chamber
with Preprotamine2 antibody diluted at 1/500 in 0.5% dried milk, 1X PBS. After washes in
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0.5% dried milk, 1X PBS during 5 min at RT, a secondary biotinylated antibody was applied
for 30 min at RT in a humidified chamber. The sections were then incubated for another 30 min
in extravidin conjugated to peroxidase and then washed in 0.5% dried milk, 1X PBS. The final
detection step was performed by incubating the slides in DAB (3.30 -diaminobenzidine) at RT.
The slides were then washed in water and the acrosomes were stained in red by incubation
during 5 min in periodic acid and 15 min in Schiff reagent at RT. The sections were
subsequently dehydrated in ethanol 100% and mounted with coverslips using Eukitt. The

sections were then observed with a transmission light microscope (Olympus BX41).

TP2-Immunoprecipitation

Purified step 12-16 condensing spermatids obtained from two WT and two H2A.L.2-KO mice
testes were lysed (10 min, on ice) in 1000 mL LSDB500 buffer (HEPES 50 mM pH 8, MgCI2
3 mM, KCI 500 mM, Glycerol 20%, NP-40 1%, Complete Protease inhibitor EDTA-free
Roche). After centrifugation (20000 g, 4C, 10 min), the supernatant was diluted with 2000 mL
LSDBO (HEPES 50 mM pH 8, MgCI2 3 mM, Glycerol 20%, NP-40 1%, Complete Protease
inhibitor EDTA-free Roche) and used for immunoprecipitation with anti-TP2 polyclonal
antibody (Santa Cruz) or an irrelevant antibody (pre-immune goat serum) overnight at 4°C. 25
mL of dynabeads protein G (Invitrogen) were added to the mix and incubated during 30min at
4°C. The beads were washed 3 times with 500 mL of LSDB250 buffer (HEPES 50mM pH 8,
MgCI2 3 mM, KCI 250 mM, Glycerol 20%, NP-40 1%, Complete Protease inhibitor EDTA-
free Roche). The bound proteins were migrated on a 4%-12% Bis-Tris SDS-PAGE (NuPAGE

Precast gel, Invitrogen), transferred onto a nitrocellulose membrane (Hybond C5, GE).

Mass Spectrometry-Based Proteomic Analyses

The proteins from immunoprecipitation eluates were separated by SDS-PAGE on 4%-12%
NuPAGE gel (Invitrogen) and stained with R-250 Coomassie blue. Each gel lanes were cut into
six sections that were submitted to in-gel digestion using modified trypsin (Promega,
sequencing grade), as previously described (Salvetti et al, 2016).

The resulting peptides were analyzed by online nanoLC-MS/ MS (UltiMate 3000 and LTQ-
Orbitrap Velos Pro, Thermo Scientific). For this, peptides were sampled on a 300 mm x 5 mm
PepMap C18 precolumn and separated on a 75 mm x 250 mm PepMap C18 column (Thermo
Scientific). MS and MS/MS data were acquired using the software Xcalibur (Thermo
Scientific).
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Peptides and proteins were identified and quantified using MaxQuant (version 1.5.3.30,
Tyanova et al, 2016) using the Uniprot database (Mus musculus taxonomy) and the frequently
observed contaminant database embedded in MaxQuant. Trypsin was chosen as the enzyme
and 2 missed cleavages were allowed. Peptide modifications allowed during the search were:
carbamidomethylation (C, fixed), acetyl (Protein N-ter, variable) and oxidation (M, variable).
Minimum peptide length and minimum number of unique peptides were respectively set to
seven amino acids and one. Maximum false discovery rates - calculated by employing a reverse
database strategy - were set to 0.01 at peptide and protein levels. The Match Between Run
option was enabled with the default settings. Protein intensities were calculated from extracted
MS intensities of unique peptides and used to compute iBAQ values (Schwanhdusser et al,
2011).

Proteins identified with less than 2 unique peptides, identified in the contaminant database,
additional keratins and immunoglobulin chains were discarded from the list of identified
proteins. Proteins were considered as potential partners of TP2 if they were quantified only in
the TP2 eluate and not in the negative control eluate, or if their enrichment in the TP2 eluate
compared to the negative control eluate was superior to 5 (as calculated by the ratio of the IBAQ

values in the corresponding samples).

Patient inclusion and sample preparation

The manner of semen collection and usage in this study was approved by Royan Institute ethics
committee under IR.ACECR.ROYAN.REC.1398.140. Accordingly, excessive amount of
semen samples collected for ICSI or sperm parameters analysis was used for this study after
sample donners were informed and a written and signed consent form was obtained.

Semen samples from 49 ICSI candidates were collected. Out of which, 9 were normozoospemic
(N), 7 asthenozoospermic (A), 9 teratozoospermic (T), 18 asthenotheratozoospermic and 6
Oligoasthenoteratozoospermic (OAT). We also obtained samples from 3 fertile donors who
have had at least one child last year. The samples were cryopreserved as described previously
until use (Hezavehei et al., 2019).

Evaluation of Pre-PRM2 positive sperms using flow cytometry

To determine the percentage of Pre-PRM2 positive sperm in a semen sample, 2*10° sperms
were counted and washed with phosphate buffer saline (PBS). After centrifugation (300g, 5
min, room temperature) pellet was resuspended in 95% methanol and fixed for 15 minutes at
room temperature (RT) followed by washing with PBST (0.2% tween in PBS). Samples were
incubated in sodium citrate buffer pH 6.0, for 20 minutes at RT. Sperms were made permeable
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with 2% triton X-100 for 10 minutes at RT. Blocking was performed with 5% bovine serum
albumin for 1 hour at 4°C. After an overnight incubation with 1:8000 diluted primary Pre-
PRM2 antibody in 1% BSA in PBST at 4°C, samples were washed with PBST and incubated
with anti-rabbit secondary antibody (ab 150077). Finally, after three times washing with PBST,
Pre-PRM2 positive sperms were detected using FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA) flow cytometer equipped with standard optics. Raw data were analyzed using

Flowing software.

Immunostaining assay

Sperm smears were prepared on 0.01% gelatin coated slides and were air dried. After fixation
with 95% ethanol, slides were washed with PBST followed by incubation in sodium citrate
buffer pH 6.0, for 20 minutes at RT. In order to make the sperms permeable, slides were placed
in 0.2% triton X-100 in PBS for 10 minutes at RT. Smears were blocked in 5% bovine serum
albumin for 1 hour at 37°C. The blocked sperms were incubated with a 1:400 dilution of
primary antibody (Pre-PRM2 or acrosin) overnight at 4°C, then were washed 3 times with
PBST for 5 minutes and the secondary antibody was used in dilution of 1:500 for 1 hour at

37°C. Slides were observed using Olympus BX 51florescent microscope.

Total protein extraction and western blotting

To extract total protein from spermatozoa, 107 sperms were washed with PBS and incubated
with 50 pl of buffer 1 (20 mM EDTA, 100 mM Tris base and 1ImM PMSF, pH 8) and 50ul of
buffer 11 (6M guanidine hydrochloride and 575 mM DDT) for 30 minutes in darkness at RT.
Then, 1 ml of cold ethanol was added and incubated for 3 minutes at -20°C. After centrifugation
at 12000g for 10 min at 4°C, supernatant was removed and 70 pl of urea thiourea lysis buffer
(7 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 40 mM Tris) was added into sediment and mixed well.
After a centrifugation in 12000g for 10 min at 4°C, supernatant was collected for protein assay.
For western blotting, 10 micrograms of the total protein per sample was loaded onto 12% SDS
polyacrylamide electrophoresis gel and run at 110v, 54mA for 1.5 hour. Proteins were stained
with Coomassie Brilliant Blue or were blotted onto a polyvinylidene fluoride (PVDF)
membrane using a transfer buffer with an extra amount of SDS (1% SDS) at 14v, 48 mA for 13
hours. The membrane was washed with TBST (1% tween in TBS) 3 times for 10 minutes each,
and stained with ponceau S dye, then washed again and blocked with 3% non-fat dry milk.
After incubation with specific primary antibody (Pre-PRM2) in dilution of 1:500 at 4°C
overnight, the membrane was washed 3 times for 10 min each with TBST, and incubated with
a dilution of 1:50000 of secondary antibody (ab 97051) for 1 hour at RT. The membrane was
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washed 3times 10 minutes each with TBST. Signals were visualized by incubating the
membrane in ECL Plus reagent for 15 seconds to 1 minute. Images were taken using UVI-TEC
Cambridge alliance Q9 advanced imaging system. Bands were quantified with Image J
software. Sample 1 who was normozoospermic was used as control and pre-PRM2-level fold
changes were calculated by dividing the Pre-PRM2/ a-tubulin ratio in sample x by the Pre-

PRM2/a-tubulin ratio in sample #1.

Histone retention assessment by Aniline blue

Unprocessed semen was smeared on a slide, air dried, fixed with Carnoy fixative solution
(acetic acid 25% v/v and ethanol 75% v/v) for 20 minutes and stained with 5% aniline blue
solution in 4% acetic acid for 5 minutes. Extra amounts of dye were rinsed for 3 times by deep
wash in water. Slides were air-dried and checked for normal and abnormal histone retention in
spermatozoa using light microscopy (Olympus Inc., Tokyo, Japan). Overall, 200 sperms were
analyzed per slide on average. Classification was performed according to Boitrelle et al.
(Boitrelle et al., 2011).

Evaluation of sperm protamine deficiency by Chromomycine A3 staining

Semen was smeared on a slide and air-dried. After fixation with 95% ethanol for 15 minutes,
Chromomycine A3 staining solution (0.1g/ml) was exerted on slide for 40 minutes in 4°C.
Sperms were analyzed using Olympus BX51 fluorescent microscope. Overall, 200 sperms were

analyzed per slide on average.

Transmission electron microscopy analysis

Mature sperms were fixed in 0.1 M sodium cacodilate buffer containing 2.5% glutaraldehyde
solution for 24 hours at 4°C. After centrifugation, the pellet was put into a warm drop of 1%
agar solution. Once cooled, a tiny agar block containing sperm was cut and put in 2.5%
glutaraldehyde solution for almost 2 days. The block was transferred into a basket of LEICA
EMTP processor and the incubation program was run as 2.5% glutaraldehyde solution for 10
min, followed by washing 3 times with PBS for 7 hours, Fixation with 1% osmium tetroxide
for 3 hours, washing two times with DW for 30 minutes, dehydrating with increasing
concentrations of acetone (30, 50, 70, 90 % acetone and 3 bathes of 100% acetone) each for 1
hour and acetone-resin with increasing resin concentrations 25, 50 and 75 % and embedding
with 100% resin for 3, 4, 6 and 15 hours respectively. Thereafter resin blocks were polymerized

at 65°C in two days. 70 nm sections were placed on a grid and stained with 5% uranyl acetate
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and 0.4% lead citrate. Finally, micrographs were taken using a Hitachi H7000 TEM (Hitachi
Ltd, Tokyo, Japan).

Statistical analysis

GraphPad prism 7 was employed for statistical analysis. Data were expressed as mean *
Standard deviation (SD) or standard error of mean (SEM) of at least three independent
experiments. Statistical differences were determined through one-way or two-ways analysis of
variance (ANOVA). Differences were considered statistically significant when p-value was
below 0.05.
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Results

Failure in nucleosome dismantlement and transitional states maturation leads to the accumulation
of pre-PRM2

We took advantage of the processing of pre-PRM2 during spermiogenesis as a unique
opportunity to gain new insights into the obscure process of histone-to-protamine replacement
and the incorporation of mature PRMs. To this end, we sought a strategy based on the direct
visualization of pre-PRM2, thanks to specific antibodies directed against the cleaved part of the
mouse pre-PRM2. Using a peptide corresponding to the processed part of mouse pre-PRM?2
(Fig.1A), we generated the corresponding antibody. The antibody efficiently detected the
transfected GFP-pre-PRM2, with no background signal, as well as a single band at the expected
size in condensing spermatids extracts from H2A.L.2 ko mice, previously shown to accumulate
pre-PRM2 (Fig.1B). We also developed a similar antibody against the human pre-PRM2. This
antibody also detected a single band in extracts from human sperms with no background (Fig.
1B and Fig. 5).

We then used our anti-mouse pre-PRM2 as a tool to gain detailed information on the processing
of pre-PRM2 during mouse histone-to-PRM transition.

Previously, it has been shown that nucleosomes bearing hyperacetylation of histone H4
(H4K5acK8ac), is specifically recognized by the first bromodomain (BD1) of Brdt, the testis-
specific member of BET family (Moriniére et al., 2009; Sasaki et al., 2009; Miller et al., 2016).
This histone hyperacetylation specifically takes place in elongating spermatids; where Brdt’s
BD1 becomes necessary for histone removal and the incorporation of TPs and PRMs (Gaucher,
2012; Shiota et al., 2018). Here, we used extracts from spermatids expressing wild-type Brdt or
spermatids from a mutant mouse model expressing a mutated form of Brdt, deleted for its first
bromodomain (Shang et al., 2007), where the process of histone-to-PRM transition is impaired
(Gaucher et al., 2012). Our antibody clearly revealed an accumulation of pre-PRM2 in the
absence of TP/Prm assembly and histone displacement (Fig. 1B, Brdt — ABD1).

We then turned our attention to another model system, which expresses a C-terminally tagged
endogenous TH2B (Montellier et al., 2013). Interestingly, the tagged TH2B (TH2B-tag),
although expressed at the beginning of meiotic differentiation, does not interfere with any
essential event during the meiotic divisions and in post-meiotic cells, until the histone-to-
protamine replacement stage. However, precisely at this stage, TH2B-tag disturbs the
processing of transitional states that appear during nucleosomes dismantlement (Montellier et

al., 2013). Our western blot indicates that a failure in the maturation of genome repackaging
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transitional states is also associated with the accumulation of non-processed pre-PRM2 (Fig
1B, TH2B tag/+). Finally, we previously showed that in the absence of H2A.L.2, nucleosomes
remain resistant to invasion by TPs, leading to the accumulation of pre-PRM2 (Barral et al.,
2017). Our antibody confirmed this finding and showed that in the absence of H2A.L.2, a
remarkable accumulation of pre-PRM2 is observed (Fig. 1B, H2A.L.2-KO). We also prepared
spermatozoids’ extracts from wild-type and H2A.L.2 ko mice epididymis and probed the
corresponding blots with both an anti-PRM2 and our anti-pre-PRM2 antibodies. Figure 1C
shows that both antibodies detect the same accumulating protein in H2A.L.2 ko spermatozoa’s
extracts and hence demonstrated the persistence of pre-PRM2 in H2A.L.2 ko mature

spermatozoa.

Stage-specific pre-Prm2 cleavage and its co-expression with transition proteins

The anti-pre-PRM2 gives the possibility of detecting for the first time, the precise timing of the
presence of pre-PRM2 during normal spermatogenesis. An immunohistochemistry on testis
sections revealed that the expression of pre-PRM2 occurs at stage X of spermatogenesis (Fig.
2A). We then took advantage of pre-PRM2 accumulation in H2A.L.2 ko spermatogenic cells
to better visualize cells expressing pre-PRM2. An immunofluorescence approach on
seminiferous tubule preparations clearly revealed the accumulation of pre-PRM2 in elongating
and early condensing spermatids (Fig. 2B). The remarkable accumulation of pre-PRM2 in
H2A.L.2 ko cells allowed to visualize the very early accumulation of pre-PRM2 at a precise
and well-limited location at the cell membrane of late round early elongating spermatids (Fig.
2B H2A.L.2 ko the inset).

We completed these investigations by co-detecting acrosome and pre-PRM2 in seminiferous
tubules cell preparations of a wild-type mouse. Figure 3 confirmed the genome-wide
appearance of pre-PRM2 in stage 9-10 spermatids, while in more advanced stages, the residual

amounts of pre-PRM2 subsists only in the sub-acrosomal areas of the nucleus.

We also used the anti-pre-PRM2 antibody to evaluate the timing of the pre-PRM2 expression
with respect to that of TPs. To this end we co-detect pre-PRM2 and TP1 on a suspension of
spermatogenic cells taking advantage of the fact that the two antibodies were generated in
different species. Figure 4A shows that remarkably, foci of precise co-localization of TP1 and
pre-PRM2 could be detected in some elongating spermatids.

To further confirm the association of TPs and pre-PRM2, we analyzed by mass spectrometry-

based proteomics the eluates of TP2 co-immunoprecipitations from condensing spermatids
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extracts. The immunoprecipitation was performed using extracts from stage 12-16 spermatids
from wild-type and H2A.L.2 ko mice. In parallel, immunopurifications were performed using
a non-specific antibody (pre-immune goat serum) to account for proteins aspecifically purified.
The list of proteins identified as associated with TP2 in both wild-type cell extracts and
H2A.L.2 ko condensing spermatids cell extracts are presented in supplementary Table 1. Figure
4B shows that among the identified proteins, the presence of histones as well as pre-PRM2.
This Figure also shows the pre-PRM2 peptides identified in this experiment. Interestingly the
identified peptides correspond to the processed part of pre-PRM2 (Fig. 4C).

It is of note that as their name indicates, transition proteins are present in a transient manner
and then they disappear in condensing spermatids. It is therefore possible that TP and the
associated proteins detected here are parts of cargos of cellular proteins that are targeted for
either direct degradation or for elimination in residual bodies, and hence could be recovered

together after immunoprecipitation (supplementary Table 1).

Pre-PRM2 retention and human male infertility

The use of mouse models described above, showed a tight correlation between an aberrant pre-
PRM2 accumulation and the impairment of spermiogenesis at the histone eviction step. Indeed,
the three studied models presenting characterized defective histone-to-protamine replacement
resulted in the accumulation of pre-PRM2. These observations suggested that a human pre-
PRM2 antibody could be a valuable tool to identify infertile men presenting a defective
spermiogenesis, precisely due to the impairment of TP-mediated pre-PRM2 processing and
histone replacement and genome compaction (Fig. 4B).

Accordingly, we recruited 49 males with infertility and 3 fertile donors to test the ability of our
anti-hPre-PRM2 antibody to detect cases of aberrant pre-PRM2 retention. The infertile patients
of our cohort were classified as follows: Asthenoteratozoospermia (A), Teratozoospermia (T),

Asthenotertozoospermia (AT), Oligoasthenozoospermia (OAT).

The conventional sperm parameters of these patients are summarized in the Table 1. No significant
differences were observed between groups’ age, semen volume and sperm vitality (p < 0.05). However,
there were remarkable differences in morphology, motility and concentration as described by by the
WHO laboratory manual for the examination and processing of human semen (WHO, 2010).

We used our specific anti-hPre-PRM2 antibody to monitor the levels of pre-PRM2 protein in
sperm extracts from different patient groups by immunoblotting. Data showed that pre-PRM2
could be detected in mature sperms of all participants, even in the fertile ones (Fig. 5A). The
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average = SEM levels of pre-PRM2 in Fertile (F), Normozoospermia, Asthenozoospermia,
Teratozoospermia, Asthenoteratozoospermia and Oligoasthenotheratozoospermia groups were
0.541 +0.062, 1.398 + 0.212, 2.587 £+ 1.173, 2.077 £ 0.473, 2.984 + 0.500, and 2.214 + 1.257
respectively (Fig. 5A).

Pre-Prm2 levels in fertile and normozoospermic groups were separated in a lower and more
limited range (from 0.46 to 2.45) than the other abnormal conditions (from 0.25 to 9.31), but
there was no statistically significant difference between these two groups. We considered the
average of the fertile and normozoospermic pre-PRM2 levels, 1.18, as a reference of pre-PRM2
levels in normal sperm samples.

To better categorize the study samples with different levels of pre-PRM2, we divided them into
3 categories: in the groups with abnormal sperm conditions, there were some patients with very
high amount of pre-PRM2, showing an obviously sharp band of pre-PRM2 marked by a star in
Figure 5A. These were considered samples with very high pre-PRM2 levels, whereas the pre-
PRM2 levels in fertile and normozoospermic patients were considered as low and those in
between these two categories were considered as moderate.

To determine the percentage of pre-Prm2 positive sperms, we performed flow cytometry for
three different characteristic patients’ samples with low, moderate, and very high levels of pre-
PRM2. The percentages of pre-PRM2 positive sperms for the mentioned patients were 1.81 %,
18.40 % and 68.19 % respectively (Fig. 5B).

In situ immunofluorescent study of sperms revealed that in patients with very high levels of
pre-PRM2, this protein is usually stuck around the nucleus (Fig. 5C). In some sperms, we also
observed pre-PRM2 accumulation in nuclear sub-acrosomal and equatorial domains (Fig. 5C).
However, there was no correlation between the amounts of aberrant pre-PRM2 accumulation
and its localization. Indeed, as can be seen in Figure 5C three different intracellular localizations

could be observed for three very high pre-PRM2 expressing sperm samples.

Correlation between pre-PRM2 retention, DNA compaction and motility in patients with high
levels of pre-PRM2 and sperm quality for fertilization

Chromomycin A3 (CMA3) staining is a known indicator of protamine deficiency. Therefore,
to assess the relationship between the accumulation of pre-PRM2 and deficiency in the genome
protamination, pre-PRM2 immunostained slides were also stained with CMA3 (Fig. 6A).
Quantification of images showed that CMAS3 positive sperms are remarkably more abundant in
moderate and very high pre-PRM2 samples (mean + SD: 37.29 £ 5.50, 97.33 £ 0.63, n=3) (Fig.
6C) in comparison with low Pre-PRM2 samples (mean + SD: 24.42 + 1.24, n=3).
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To determine whether histone eviction was defective, we stained low, moderate and high pre-
PRM2 samples with aniline blue. Analysis of more than 200 sperms per slide showed that
histones were not evicted well in moderate and high pre-Prm2 samples (mean + SD: 43.25 £
4.35, 78.99 £ 5.71, n=3) compared to low pre-Prm2 samples (mean £ SD: 14.26 + 0.38, n=3)
(Figure 6B, C).

To investigate possible unprocessed pre-PRM2 effects on DNA compaction, the genome
texture was analyzed using transmission electron microscopy (TEM). Images represent a
uniform texture of the genome in sperms with low pre-PRM2 levels, but there were many
translucent regions in those with high pre-PRM2 levels implying incomplete DNA compaction
(Fig. 6D).

Since the presence of pre-Prm2 was detected in immotile mouse sperms (Zhao et al., 2004;
Schneider et al., 2016), mean percentage of progressively and non-progressively motile sperms
+ SEM for all very high pre-PRM2 samples acquired in this study, was calculated as
12.46x2.51% and 20.77+3.29% respectively (Fig. 6E). These values were noticeably lower than
expected (32 and 40%) for a normal semen according to WHO 2010 semen criteria (WHO,
2010).

Since several previously published studies revealed a direct relationship between acrosome
formation and histone-to-protamine transition (Yassine et al. 2015), we examined acrosome
formation in the very high pre-PRM2 sperm group following the detection of acrosin, an
acrosome specific protein, using acrosin antibody. Images showed that high pre-PRM2 sperms

present defective acrosome formation while normal sperms show a normal extend acrosome
(Fig. 7).

High pre-Prm2 levels were related to lower 2PN fertilization rate

The 49 patients described above were also candidate for intra-cytoplasmic sperm injection
(ICSI). To evaluate the relationship between pre-PRM2 retention on embryo formation, post-
ICSI, -2PN formation was considered as an early success in fertilization ability of sperms. The
pre-PRM2 levels/values (left vertical axes of the chart, Fig. 5A) of 49 samples were sorted from
low to high and have been shown by a thick red line chart (Fig. 8). 2PN fertilization rate was
calculated through dividing the number of 2PN by the number of injected oocytes for each ICSI
cycle and values are shown in bars (Fig. 8A). The average 2PN formation success rate has been
reported 70-80% independent from sperm’s functionality (Neri et al., 2014). Simultaneous
comparison of the two charts shows that when pre-PRM2-level fold change is 5 or more, 2PN

fertilization rate is deteriorated. We then make sure that the observed relationship between 2PN
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formation success rate and the level of pre-PRM2 accumulation is statistically significative
(Fig. 8B).

These observations suggested that increases in pre-PRM2 levels is accompanied by impairment
of 2PN formation. The characteristics of women whose oocytes were retrieved for ICSI in
groups with different levels of pre-PRM2 are presented in Table 2 showing that all the women

enrolled in this study present very comparable characteristics.

Discussion

The processing of pre-PRM2 in the course of invasion of nucleosomes by non-histone proteins,
TPs and PRMs, provides a unique opportunity to study the obscure process of histone-to-
protamine replacement. Indeed, although previous publications reported the occurrence and
modulation of pre-PRM2 cleavage during normal and defective spermiogenesis (Zhao et al.,
2004; Barral et al., 2017), and its impact on sperm quality and male fertility was considered
(Francis et al., 2014; de Mateo et al., 2011), until now, pre-PRM2 has been detected only in
protein extracts. By generating specific antibodies against the cleaved part of human and mouse
pre-PRM2s, we could directly visualize the precursor protein in situ by microscopy and flow
cytometry, as well as in protein extracts. This approach allowed us to report unprecedented
observations on the accumulation of the pre-PRM2 and its relationship with transition proteins’
expression. Our data revealed that pre-PRM2 is co-synthetized with transition proteins and
strictly colocalize in the nucleus. A co-immunopurification strategy coupled to a mass
spectrometry-based proteomic approach showed that TPs (represented by TP2) physically
interact with the unprocessed part of pre-PRM2 as well as with histones and many other cellular
proteins. Since TPs are transiently expressed and they disappear in condensing spermatids, it is
possible that our immunoprecipitation-proteomics of TPs detect the protein cargos that are
discarded, directly degraded or eliminated through residual bodies (Fig. 4B).

The use of anti-mouse pre-PRM2 antibody confirmed the dramatic accumulation of pre-PRM2
in spermatids lacking H2A.L.2 histone variant. We could previously show that in these
spermatids, nucleosomes resist invasion by TPs and hence the produced TPs remain non-
functional (Barral et al., 2017). The fact that in these cells, as well as in Tpl/Tp2 double ko
spermatids (Shirley et al., 2004; Zhao et al., 2004), a dramatic accumulation of pre-PRM2 is
observed, suggesting that invasion of nucleosomes by TPs is a requirement for pre-PRM2
processing (Fig. 4B). To precisely characterize the relationship between nucleosome

transformation and pre-PRM2 processing, we included two other genetic models and monitored
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the accumulation of pre-PRM2 in the spermatogenic cells of these models. Our first model
expresses a mutated form of Brdt, the testis-specific of BET double bromodomain factor,
lacking its first bromodomain (Shang et al., 2007). Our previous structural and molecular
studies showed that Brdt’s first bromodomain, BD1, recognizes histone H4 bearing double
acetyl groups at K5 and K8 (H4K5acK8ac) (Moriniere et al., 2009). H4K5acK8ac culminates
at the time of histone eviction due to a Nut-dependent activation of CBP/p300 (Shiota et al.,
2018). Histone eviction itself requires Brdt’s BD1 (Gaucher et al., 2012). Indeed, we
successfully showed that in spermatids expressing a mutated Brdt lacking its first
bromodomain, TPs and PRMs are unable to replace histones (Gaucher et al., 2012).
Interestingly, the use of our anti-pre-PRM2 demonstrated that the impairment of this
acetylation-dependent histone replacement is also associated with dramatic accumulation of
pre-PRM2. Finally, we also used another mouse model expressing a C-terminally tagged
endogenous TH2B (TH2B-tag). This testis-specific H2B variant is expressed all through
spermatogenesis and finally dimerizes with the H2A.L.2, just at the time of nucleosomes
invasion by TPs (Govin et al., 2007; Barral et al., 2017). Nucleosomes bearing TH2B-tag also
resist full histone displacement upon their invasion by TPs and PRMs (Montellier et al., 2013).
Interestingly, here the use of our anti-pre-PRM2 antibody also showed an accumulation of pre-
PRM2 in the condensing spermatids. Altogether these data precisely point to the invasion of
nucleosomes by TPs and the full displacement of histones, as a requirement for the processing
of pre-PRM2.

These data therefore further support the hypothesis that TPs and PRMSs act simultaneously on
nucleosomes in the process of histone-to-PRM transition, a hypothesis which we proposed
earlier (Barral et al., 2017; Khochbin and Ward, 2018).

Based on these data, we can also propose that human spermatozoa retaining pre-PRM2 are
affected by a defective transformation of nucleosomes occurring in elongating and condensing
spermatids.

To develop a translational research based on these findings, we turned our attention to infertile
men’s spermatozoa to evaluate the interest of our anti-pre-PRM2 antibody in clinics.

In this study we have shown that pre-PRM2 is present in samples from fertile donors and
normozoospermic patients as it had been reported by a number of previous studies in (de Mateo
et al., 2011). As in the case of other studies, we found that samples with high levels of pre-
PRM2 are more frequently observed in poor sperm quality conditions such as
asthenozoospermia, teratozoospermia, athenoteratozoospermia and

oligoathenoteratozoospermia, in comparison with fertile or normozoospermic groups. The
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values of pre-PRM2 levels in fertile and normozoospermic groups were separated in a lower
and more limited range than the other conditions.

Similar results were obtained by other groups reporting that the levels of Pre-Prm2/P2 ratio
were correlated negatively with sperm count, motility and normal morphology (Aoki et al.,
2006b; Torregrosa et al., 2006).

It is notable that our approach based on the generation of anti-pre-PRM2 allowed us to employ
precise normalization procedure through both o-tubulin and an internal control (N1) in
quantifying pre-PRM2 retention, while in almost all previous works, the experiments were done
using acid-urea PAGE (Khara, 1997; Nasr-Esfahani et al., 2004; Aoki et al., 2006b, 2006a;
Torregrosa et al., 2006; Hammadeh et al., 2010; Garcia-Peir6 et al., 2011; Jodar et al., 2011;
Simon et al., 2011, 2014; Hamad et al., 2014). Therefore, this immunoblotting and comparative
quantification of pre-PRM2 retention in sperm allows for a comparative pre-PRM2 retention
measurement of sperm samples, which could provide a more rational basis for other correlative
studies. For instance, we could monitor the early embryo formation success rate after ICSl as a
function of pre-PRM2 accumulation (fold over the control samples). Our approach suggested
that high rate of pre-PRM retention (score >5) could be associated with 2PN embryo formation.
However, some cases of sperms with lower pre-PRM2 scores showed failure in sustaining 2PN
embryo formation, indicating the high pre-PRM2 retention would not be the only factor
associated with the inability of the male genome to sustain embryonic development.

It is noteworthy that although de Mateo and colleagues reported a positive correlation between
Pre-Prm2/P2 proportion and the implantation rate for both of IVF and ICSI as well as pregnancy
outcome (de Mateo et al., 2009), they also reported that two samples with extremely elevated
Pre-Prm2/P2 levels completely failed in fertilization. It is probable that in these two samples
pre-PRM2 retention could be similar to our 6 high pre-PRM2 samples that are incapable of
ensuring 2PN formation upon ICSI.

Incomplete DNA compaction visible in TEM images along with the defective histone-to-
protamine exchange evidenced by CMAS3 and aniline blue staining, may be the reasons behind
the low embryo formation rate for the patients with high levels of pre-PRM2. This conclusion
is in line with previous studies demonstrating that pre-PRM2 accumulation is associated with
incomplete DNA compaction, predisposing the genome to chemical and physical damages,
which could potentially result in infertility (Yu et al., 2000; Torregrosa et al., 2006; Simon et
al., 2011, 2014; Barral et al., 2017).

Overall, the specific approach described here based on the production of specific antibodies
against the cleaved parts of pre-PRM2 proved to shed light on the process of histone-to-
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protamine replacement. Additionally, our studies including a cohort of infertile men showed
that the antibody can be used to monitor sperm quality, by immunodetection encompassing
immunofluorescence, FACS and immunoblotting to better characterize the sperm parameters

of infertile men candidate for ICSI.

Legend to Figures

Figure 1: Design of anti-Pre-PRM2 antibodies and Pre-PRM2 accumulation in mouse
models with defective histone-to-protamine replacement.

A) Synthetic peptides corresponding to the cleaved parts of mouse and human Pre-PRM2 were
used to generate the anti-mouse and anti-human Pre-PRM2 respectively antibodies (Scheme).
The antibodies were validated following the expression of GFP-mPre-PRM2 (left) and GFP-
hPre-PRM2 (right) in COS7 cells and detection of the corresponding proteins by
immunoblotting. Cells expressing GFP alone was used as control.

B) Stage 12-16 spermatids were isolated from the testes of the indicated mouse models and the
corresponding extracts were probed with the anti-mPre-PRM2 antibody. The blot was then
successively probed by anti-TP2 and anti-H3 antibodies.

C) Extracts were prepared from epididymal sperm preparations from wild-type mice or
H2A.L.2 ko mice and probed by anti-mPre-PRM2 and anti-PRM2 as indicated.

Figure 2: Pre-Prm2 expression in post-meiotic cells.

A) Paraffin-embedded testes from wild type mouse testis were used to obtained histological
preparations which were probed with the anti-mPre-PRM2 antibody. Scale bar = 10 pm.

B) Cells from seminiferous tubules preparations from wild-type and H2A.L.2 ko mice were
used to detect Pre-Prm2. Two different stages are shown. Scale bar = 10 pum.

Figure 3: Stage-specific accumulation of pre-PRM2.

Cells from seminiferous tubules from wild-type and H2A.L.2 ko mice were used to detect Pre-
Prm2 and lectin. Fields were ordered to visualize spermatogenic cells from early (top) to late
stages (bottom). Scale bar = 1.25 um

Figure 4: Co-localization of Pre-PRM2 and transition proteins.

A) Cells from testis squash preparations from wild-type mice were used to co-detect TP1 and
Pre-PRM2. Scale bar = 3 um.

B) Condensing/condensed spermatids (stage 12-16) extracts from wild-type and H2A.L.2 ko
tests were immunoprecipitated with an anti-TP2 or an irrelevant antibody. Mass spectrometry
was then used to identify all the associated proteins.

The identified histones specifically immunoprecipitated with the anti-TP2 and not with the
irrelevant antibody are indicated.

C) The identified pre-PRM2 peptides specifically found in the anti-TP2 immunoprecipitates are
highlighted in yellow.

Figure 5: Pre-Prm2 expression level in fertile and infertile patients.

A) Western blot analysis of the levels of Pre-Prm2 protein with anti Pre-Prm2 antibody on
whole sperm protein extracts in 49 males were subjected to infertility and 3 fertile donors.
The classification is according to WHO 2010 criteria. F: Fertile, N: normozoospermia, A:
Asthenoteratozoospermia, T: Teratozoospermia, AT: Asthenotertozoospermia, OAT:
Oligoasthenozoospermia and Quantification of WB bands by densitometry.
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B) Flow cytometry analysis of three semen samples shows the percentage of Pre-Prm2
positive sperms srrounded with a box.

C) Three different localization of Pre-Prm2 at the post-acrosomal (the first row), equatorial
(the second row) and peri-nuclear (the third row) status of human mature spermatozoa. Scale
bar = 10 pm.

Figure 6: Correlation between pre-PRM2 retention, DNA compaction, and motility in patients
with high levels of pre-PRM2 and sperm quality for fertilization

A) Co-staining of sperms from 3 patients with three different levels of Pre-Prm2 expression.
Dime yellow represents normal DNA compaction and bright yellow represents incomplete
DNA compaction. Red represents Pre-Prm2 and in co-staining with DAPI (blue) and CMA3
(yellow) exhibit the gray color in the last column. Scale bar = 20 um.

B) Aniline blue staining, the dark blue implicate on histone retention and the light blue
implicated on histone eviction. Scale bar = 20 um.

C) Quantification of slides related to A and B, by counting at least 200 sperms per slide.

D) Ultrastructure of sperm chromatin of patients with two different levels of Pre-Prm2. A
sample with low levels of Pre-Prm2 displays a uniform texture but the one with a high levels
of Pre-Prm2 displays a granular (showed with a star) texture. Scale bar = 1 um.

E) Percentage of Progressive motility (PM) and non-progressive motility (NPM) in sperms
with high levels of Pre-Prm2 (mean £ SEM)

Figure 7: Acrosome structure in low and high pre-Prm2 expressing human spermatozoa
samples.

Acrosome structure can be seen using acrosin antibody in green color (Left) and with a higher
magnification (Right). Scale bar= 20 pm.

Figure 8: Correlation between the Pre-Prm2 levels and 2PN formation.

A) The Pre-Prm2 expression levels/values (left vertical axes of chart) of 49 samples were
arranged from less to more values and have been shown by a thick red line chart. 2PN
fertilization rate was calculated through dividing the number of 2PN by the number of
injected oocyte for each cycle of patient and values are shown in bars.

B) Correlation curve between 2PN formation success rate and the level of pre-PRM2
accumulation
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Table | The average of basic semen parameters of samples

Numbe Normal Proig;ess Total
r of Age Volume vitality Count . motility
pH . morphol motility
sample (year) (ml) (%)  (Mill/ml) o o (%
ogy (%) (% -
s . motile)
motile)
Fertile 3 41.33£11. 4.33£2.7 7.8310. 91.66x6. 32.24+2.1 2.00£1.0 29.83+£3. 51.510.2
59 7 05 11 9 0 10 6
Normozosp 9 35.90+6.6 4.32+1.3 7.80£0. 97.23+3. 65.30+£30. 4.25+1.2 44.70+11 78.40x14
ermia 8 4 06 17 35 6 .15 .85
Asthenozoo 7 36.33£3.6 3.85£1.5 7.77+£0. 86.05£15 89.83+35. 4.14+0.1 18.16x12 44.50+23
spermia 7 0 05 .28 02 4 92 .82
Teratozoosp 9 33.37+4.9 392414 7.7820. 94.06+4. 88.63166. 1.25+0.3 41.00x11 74.5047.
ermia 5 8 08 06 91 5 T2 54
ifggg;:ﬁ 1 35.25¢6.2 3.93:0.3 7.7710. 87.04+11 35.31%23, 0.500.7 14.3116. 34.69+14
B 5 4 06 A7 23 3 51 70
Oligoasthen
oteratozoos 6 38.85+6.9 3.75x+2.1 7.53+0. 88.037. 4.43+4 51 0.71+£0.7 6.00+4.5 13.71x12
permia 6 0 68 03 5 8 .01
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Figure 7

High pre-Prm2

Low pre-Prm2

|4V - UisoJoy abispy

|dY( - Uisoioy sbisy

usoly  |dya  obiep

High Pre-Prm2

Low Pre-Prm2

108



Figure 8

abejusniad uonewlo) NdZ

o (=]
o™ o o o (= =]
- - [=2] © <r ™ o

— G
— ) |
8LV

81v
ShLY
¥l
1\ a1
rlv
vLLY
€1V
o
By €1
A3
PR
91v0
GN
X S1
LY
€N
PN
gL
a1
A

O O © M~ © nmmu <+ ® N — O
e

< sjeng| ZINYd-8ld Jo abueyo pjo4

. % 2pn = (pp2/t)/n3

prePRM2~pc2pn, Wald pval=0.00914

prePRM2~pc2pn, Student pval=0.000272

[sa]

o 00 am

=]

high {0

ybIy zdeid

low —

ZNyded

40 60 80 100

20

40 60 80 100

20

pc2pn

pc2pn

109



Table Il Characteristics of women whose oocytes were retrieved for ICSI in
groups with different levels of pre-PRM2.

Pre-PRM2 fold

Pre-prm2 fold

change>5 change< 5 P value

No. of patients 5/67? 34/437?

Age (years) 34.00+5.24 33.0646.87 Ns
3{‘;?:12’)'353 index 27.0845.31 24.20+4.01 Ns
Basal FSH (UI/L) 6.580+3.13 7.064+3.03 Ns
Basal LH (UI/L) 6.60415.49 6.338+5.07 Ns
PRL(ng/ml) 18.9017.31 19.65+11.03 Ns
TSH (pg/mil) 2.080+2.16 2.484+1.12 Ns
AMH (ng/ml) 2.684+1.35 2.501+2.22 Ns

Data are reported as mean + SD
NS/Ns: non sig..
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Aspect fondamental de la maturation de la protamine-2 et
implication de ce processus dans linfertilité masculine

Le clivage du précurseur de la Prm2 et I'existence de plusieurs formes intermédiaires clivées
ont été mis en évidence par plusieurs équipes (Chauviéere et al., 1992 ; Carre-Eusebe et al.,
1991). La persistance de formes intermédiaires a été montrée non seulement chez la souris
(Barral et al., 2017 ; Zhao et al., 2004 ; Shirley et al., 2004) mais aussi chez une cohorte de
patients infertiles (Torregrosa et al., 2006). Cependant, jusque-la cette persistance n’avait été
montrée que sur des extraits protéiques. Au cours de ce travail I'anticorps ciblant la partie
clivée de la Prm2 a permis de visualiser le précurseur in situ, ce qui a permis pour la premiére
fois d’observer I'accumulation de la pré-Prm2 et de décrire son lien avec I'expression des
protéines de transition. Ainsi, nos résultats montrent que la pré-Prm2 et les TPs sont co-
exprimées, confirmant des données précédentes sur leurs traductions simultanées (Balhorn
et al., 1984 ; Biggiogera et al., 1992). Le fait que les ARNm codant pour les TPs et les Prms
soient stockés sous forme de ribonucléoprotéines et qu’ils soient maintenus inactifs par le
méme mécanisme de polyadénylation (Kleene, 1989) va également dans le méme sens. De
plus, nous avons montré que les TPs et les Prms sont colocalisées dans le noyau et une analyse
protéomique aprés immunoprécipitation avec TP2 a montré qu’il y a une interaction entre
TP2 et la partie clivée de la pré-Prm2, ce qui renforce I'idée qu’il y a une véritable synergie
entre les TPs et les Prms. |l est néanmoins nécessaire de souligner que les TPs sont exprimées
transitoirement et qu’elles disparaissent dans les spermatides condensées. |l donc est possible
gue ce soit les complexes protéiques en agrégats et entremélés ensemble qui vont étre
dégradés, qui soient détectés via notre immunoprécipitation avec TP2. Une approche en
microscopie par FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) permet de suivre la
formation de complexes protéiques dans les cellules et tissus. Dans cette technique un
fluorophore donneur va transmettre son énergie a un autre fluorophore accepteur, ce qui
implique que les deux protéines pour lesquelles on suspecte une interaction porte chacune
un fluorophore. Celle-ci pourrait dans I'avenir confirmer directement cette interaction
comme cela a notamment été le cas pour l'interaction de plusieurs protéines impliquées dans
les sites de réparations de I’ADN (Kaufmann et al., 2020).

Grace a I'anticorps dirigé contre la pré-Prm2 murine que nous avons développé, nous avons
confirmé qu’il y avait une tres forte accumulation de pré-Prm2 dans les spermatides issues de
souris H2A.L.2-KO. Mon équipe d’accueil a montré dans le passé que dans ce modele de souris,
les TPs ne pouvaient envahir les nucléosomes et que sans cette invasion elles ne pouvaient
remplir leur réle (Barral et al., 2017). Or, le fait que dans ce modeéle qui exprime les TPs, ainsi
gue dans le modele de souris double KO TP1 et TP2 (Zhao et al., 2004 ; Shirley et al., 2004),
qui n’exprime pas les TP, il y ait une tres forte accumulation de pré-Prm2 suggere que
I'absence de I’envahissement des nucléosomes par les TPs est sur le plan fonctionnel identique
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a I'absence des TPs elles-mémes. Autrement dit, la maturation de la Prm2 est dépendante du
processus d’invasion des nucléosomes par les TPs.

Afin de caractériser plus précisément le lien entre la maturation de la Prm2 et le processus de
transformation des nucléosomes, nous avons tiré profit de deux autres modeles développés
au laboratoire pour investiguer 'accumulation ou non de la pré-Prm2. Le premier modele
utilisé est un modele ou le premier bromodomaine de la protéine Brdt (BD1) a été délété,
Brdt28P! (Shang et al., 2007). Des travaux précédents de I’équipe ont montré que ce domaine
permet la reconnaissance de I'histone H4 lorsque ses deux lysines K5 et K8 sont toutes deux
acétylées (Moriniere et al., 2009). Or cette double acétylation est a son plus haut point au
moment de I’éviction des histones, une fois que la protéine CBP/p300 acétyle I’histone H4
grace a son interaction avec la protéine Nut (Shiota et al., 2018). Il a également été montré
gue le domaine BD1 de Brdt est essentiel a I’éviction des histones et leur remplacement par
les TPs et les Prms (Gaucher et al., 2012). Grace a 'anticorps contre la pré-Prm2 que nous
avons développé, nous avons pu montrer dans ce modeéle Brdt“8P! une accumulation de pré-
Prm2 concomitante au défaut de remplacement des histones par les Prms. Le deuxiéme
modeéle utilisé est un modéle ou la partie C-terminale du variant testiculaire de H2B, TH2B, est
étiquetée avec une étiquette TAP-tag (TH2B-tag). Le variant TH2B, est exprimé durant la
spermatogenese et se dimérise avec H2A.L2 au moment de I’éviction des histones (Govin et
al., 2007; Barral et al., 2017). 1l a été montré dans ce modele qu’il n’y avait pas d’éviction des
histones contenant TH2B-tag au moment précis de I'invasion des nucléosomes par les TPs et
les Prms (Montellier et al., 2013). La encore, nous avons observé une accumulation de la pré-
Prm2 dans les spermatides allongées. Toutes ces données confirment que le remplacement
des histones et I'invasion des nucléosomes par les TPs sont des prérequis nécessaires a la
maturation de la Prm2.

Ces résultats sont également en faveur du fait que les TPs et les Prms agissent de concert sur
les nucléosomes dans le processus de remplacement des histones par les protamines,
renforgant cette idée déja proposée récemment (Barral et al., 2017; Khochbin et Ward, 2018).

En effet, avant les travaux de I'équipe publiés en 2017, il était admis dans la littérature que le
processus de transition entre histones et protamines était séquentiel : dans un premier temps
les TPs remplaceraient les histones et dans un deuxiéme temps les Prms déplaceraient les
protéines de transition pour les remplacer.

La détection d’autres partenaires des protéines de ces structures transitionnelles, qui sont les
structures présentes entre les nucléosomes et les nucléoprotamines, pourrait permettre de
mieux disséquer les mécanismes moléculaires précis du processus de remplacement entre
histones et protamines. A cette fin, de nouvelles analyses protéomiques au sein de I'équipe
ont permis de dégager de nouveaux acteurs potentiels de ces structures et font I'objet
d’investigations diverses.

Une approche protéomique aprés immunoprécipitation par la pré-Prm2 pourrait également,
dans I'avenir, permettre de répondre en partie a la question de I'interactome précis de la pré-
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Prm2 et a la chronologie des événements du processus de remplacement des histones par les
protamines.

En outre, la présence de nombreux sites de clivage de la pré-Prm2 et le fait qu’il y ait présence
simultanée de plusieurs intermédiaires dans le testicule est en faveur du clivage préférentielle
de certains sites (Yu et al., 2000 ; Zhao et al., 2001). Ainsi, la question du role de ces sites se
pose. D’autre part, la maturation au sein de I'épididyme (Debarle et al., 1995) et la persistance
des produits intermédiaires dans le spermatozoide mature (Gusse et al., 1986) ouvre la
guestion de la chronologie des événements de la voie protéolytique engagée dans cette
maturation et de la fonction précise de cette chronologie durant la maturation du
spermatozoide. Ainsi, une analyse protéomique aprés immunoprécipitation par la pré-Prm2
dans les spermatides mais aussi dans les spermatozoides épididymaires permettrait de
trouver les différents partenaires et acteurs de cette maturation. La caractérisation de
I’enzyme (ou des enzymes) catalysant le clivage de la pré-Prm2 est véritablement nécessaire
a la compréhension de ce processus.

Comme la maturation de la Prm2 est liée au processus de remplacement des histones chez la
souris, nous avons émis I’"hypothése que chez I’homme, il pouvait y avoir également un défaut
dans le processus de remplacement des histones par les protamines dans les spermatides
allongées et condensées. Il nous semblait donc intéressant de tester cette hypothése sur des
hommes infertiles en clinique humaine avec un anticorps ciblant la partie clivée de la protéine
humaine.

Par cette approche, nous avons confirmé in situ que les formes intermédiaires étaient
présentes dans les spermatozoides matures comme I'ont également montré plusieurs études
auparavant (Chevaillier et al., 1990 ; Gusse et al., 1986 ; De Mateo et al., 2011). Cependant,
si des taux faibles de ces formes intermédiaires ont été rapportés dans la littérature chez des
hommes fertiles, des taux trés élevés sont plus souvent corrélés a une infertilité. De
nombreuses études ont montré qu’un moyen d’évaluer la qualité spermatique était le ratio
PRM1/PRM2 et que s’il déviait de 1, il était corrélé a une mauvaise qualité spermatique voire
méme a un échec en PMA (De Mateo et al., 2009 ; Aoki et al., 2005 ; Aoki et al., 2006 ; Nasr-
Esfahani et al., 2004). Ce ratio a été notamment montré altéré a cause de la persistance de
précurseurs de la protamine (Torregrosa et al.,, 2006) mais jusque-la aucun moyen de
standardiser les données n’était réellement possible.

Les données obtenues par immunoblot grace a cet anticorps permettent de normaliser le taux
de rétention de la pré-PRM2 de facon standardisée a I'aide d’un contréle comme un géne de
ménage et, en conséquent, permettront dans I'avenir de quantifier plus précisément le taux
de rétention de pré-PRM2. Ainsi ce taux de rétention a pu, dans cette étude, étre corrélé au
taux de fécondation apres FIV-ICSI : lorsqu’il est 5 fois supérieur au taux moyen mesuré chez
des sujets sains, le taux de fécondation se trouve diminué et lorsque le taux de rétention
atteint 6 fois le taux moyen un y a échec systématique de fécondation. Il est important de
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souligner qu’il ne peut constituer I'unique indicateur de réussite en PMA puisque dans certains
cas ou ce taux de rétention est faible, le taux de formation de zygotes au stade 2 cellules est
également diminué. Cela indique qu’il y a d’autres facteurs associés a l'initiation d’un
développement embryonnaire correct.

De facon intéressante, dans une étude précédente, un échec de fécondation en FIV-ICSI a été
rapporté chez deux patients pour qui le ratio pré-PRM2/PRM2 était élevé (De Mateo et al.,
2009). Il est donc tout a fait probable que chez ces patients le taux de rétention soit supérieur
a 6 fois le taux controle, limite a partir de laquelle le taux de rétention est un signe d’échec
systématique de fécondation.

Un défaut de compaction de I’ADN mis en évidence par microscopie électronique et le défaut
de protamination mis en évidence par une coloration a la CMA3 constituent certainement les
raisons pour lesquelles le taux de fécondation est bas chez les patients avec un taux de
rétention de pré-PRM2 élevé. Ceci est en accord avec de nombreuses études précédentes
montrant a la fois un lien entre un taux élevé de coloration a la CMA3 et une diminution des
taux de réussite en PMA y compris en FIV-ICSI (Marchiani et al., 2017 ; Nasr-Esfahani et al.,
2008 ; Nasr-Esfahani et al., 2005) mais aussi avec une étude montrant un lien entre le ratio
Histones/PRMs et le taux de fragmentation de I'ADN (Fournier et al., 2018) . Il est a noter que
ce taux de fragmentation a également été corrélé a un ratio PRM1/PRM2 altéré (Aoki et al.,
2005 ; Amor et al., 2019).

L'index de fragmentation de I’ADN (DFI) est un bon outil prédictif des chances d’obtention de
grossesse dans le cas d’infertilité masculine puisqu’un DFI supérieur a 45 % rend la probabilité
d’implantation nulle (Guérin et al., 2005). Il serait donc intéressant dans une étude future de
poursuivre jusqu’au stade blastocyste pour pouvoir également le corréler au taux de rétention
de pré-PRM2.

En outre, une méta-analyse de 12 études a montré une corrélation entre une déficience en
protamines et des dommages a I’ADN (Ni et al., 2016). De plus, des défauts de déméthylation
sont retrouvés sur des loci soumis a empreinte chez des patients avec un ratio PRM1/PRM?2
altéré et les maladies liées a I'empreinte parentale sont plus souvent présentes chez des
enfants issus de techniques de PMA (Hattori et al., 2019). De meilleurs outils pour évaluer les
risques pour la descendance d’étre atteint de maladies liées a I'empreinte génomique sont
donc aujourd’hui nécessaires. Ainsi un score de rétention de pré-PRM2 fiable permettra de
mieux évaluer la qualité spermatique et d’estimer les chances de fécondation in vitro afin
d’orienter les patients vers la technique la plus adaptée pour minimiser les risques pour la
descendance. Cela parait crucial dans la mesure ou une étude récente a notamment montré
que le taux de fécondation avec un ratio PRM1/PRM2 altéré est meilleur avec des
spermatozoides testiculaires (Sarasa et al., 2020) et qu’il y a probablement des dommages a
I’ADN a cause du stress oxydatif durant le transport épididymaire (Schneider et al., 2020). En
conclusion, les risques de maladie liée a I'empreinte génomique seraient peut-étre inférieurs
avec l'utilisation de spermatozoides testiculaires dans le cas de défaut de remplacement des
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histones par les protamines et I'anticorps anti pré-PRM2 que nous avons développé pourrait
donc étre trés utile en clinique pour évaluer facilement ce processus.

Enfin, il convient de souligner que nous avons montré que les spermatozoides avec un taux de
rétention de pré-PRM2 élevé avaient une mobilité réduite et que d’autres études vont
également dans ce sens (Zhao et al., 2004; Schneider et al., 2016). De plus, le lien entre le
processus de remplacement des histones par les protamines et la formation de I'acrosome
gue nous avons montré a également été prouvé dans des études précédentes (Yassine et al.,
2015 ; Hosseinifar et al., 2015 ; Shirley et al., 2004). Ces données renforcent I’hypothese d’un
réel lien entre la structure, I'intégrité de I’ADN et la mobilité finale des spermatozoides. Et de
fait, il parait logique qu’il y ait notamment un senseur de tension lors de I’élongation des
spermatides et qu’il y ait des protéines qui fassent le lien entre les différents événements
ayant lieu a ce moment-la avec des contréles comme il existe des points de controles lors de
la méiose. L'oligospermie observée chez certains patients pourrait par exemple étre une
conséquence d’un potentiel processus de contréle menant a I'apoptose si la cellule n’est pas
viable et la mobilité réduite pourrait étre liée a un défaut d’interaction entre plusieurs
protéines.

D’autre part, la lamine nucléaire qui borde I'enveloppe nucléaire interne en regard de
I'acrosome est particulierement dense malgré que sa composition moléculaire n’ait pas
encore été caractérisée. Or I'attachement de I'enveloppe nucléaire a I'acrosome semble
passer par l'interaction entre celle-ci et I'acroplaxome (Kierszenbaum et Tres, 2004). Grace a
notre anticorps, nous avons observé une accumulation subacrosomale de la pré-PRM2 chez
I’'homme et chez la souris, suggérant ainsi que la pré-PRM2 pourrait également jouer un réle
a cette interface.

Plusieurs pistes restent donc a explorer dans I'avenir, et notamment une analyse protéomique
pour découvrir les protéines qui interagissent avec le précurseur de la PRM2 pour mieux
comprendre un éventuel lien entre la pré-PRM2 et des composants du cytosquelette et du
nucléosquelette. Il serait notamment intéressant de regarder s’il y a une quelconque
interaction avec les protéines du complexe LINC, qui est un complexe protéigque permettant
au cytosquelette et au nucléosquelette d’interagir (Lombardi et Lammerding, 2011). Ce
complexe est composé de deux familles de protéines qui sont la famille des protéines de type
SUN et celles des protéines de type KASH. Les protéines de type SUN font partie de I'enveloppe
nucléaire interne tandis que les protéines de type KASH de I’enveloppe nucléaire externe et
interagissent ensemble dans I'espace périnucléaire. Les protéines de la famille KASH
interagissent avec les composants du cytosquelette (Stewart-Hutchinson et al., 2008) tandis
qgue celles de la famille SUN interagissent avec la lamina nucléaire et la chromatine (Haque et
al., 2006 ; Rothballer et al., 2013 ; Rothballer et Kutay, 2013).

Enfin, au vu de I'importance de la régulation de I'expression des genes du cluster des PRMs et
du fait que des mutations ont notamment été trouvées dans les régions 5’ flanquante et 3’'UTR
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des Prms chez des hommes infertiles (Ravel et al., 2007 ; Imken et al., 2009) il serait
intéressant de caractériser plus finement I'impact de ces mutations sur I'expression des
transcrits des PRMs. La caractérisation plus fine des ribonucléoprotéines qui permettent de
stocker les ARNm des PRMs sous forme inactive permettrait d’affiner les connaissances sur la
maturation de la PRM2 par un autre biais.
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Mes travaux de these ont montré que la maturation de la pré-Protamine 2 durant le processus
de remplacement des histones par les protamines au cours de la spermiogénése est une étape
cruciale pour la compaction finale correcte du génome des spermatozoides.

Nous avons tout d’abord montré que la maturation de la protamine-2 dans les modéles de
souris KO qui présentent un défaut de remplacement des histones ne peut avoir lieu. Ainsi,
des qu’il y a un défaut d’enlevement des histones ou de maturation des états transitionnels,
il y a une accumulation de pré-Prm2.

De plus, nous avons pu préciser que le précurseur pré-Prm2 était exprimé a partir du stade 10
des spermatides allongées et qu’il y avait une véritable co-expression de ce précurseur avec
les protéines de transition (TPs) dans celles-ci, confirmant I'hypothése d’une synergie
fonctionnelle entre les TPs et les protamines et non d’une action séquentielle. De maniére
intéressante, la pré-Prm2 subsiste dans les régions sub-acrosomales dans les spermatides
condensées, ouvrant la question d’un role spécifique a cette interface.

Enfin, du fait de I'importance de cette maturation dans les modéles murins étudiés, la
guestion de son implication dans l'infertilité humaine s’est posée. Nos travaux portant sur une
cohorte d’hommes infertiles ont confirmé que certains hommes avaient un taux de rétention
de pré-PRM2 élevé et présentaient un défaut d’enlévement des histones. Par microscopie
électronique a transmission, nous avons observé un défaut de compaction de I’ADN dans les
spermatozoides chez ces patients. De plus, un taux de rétention dépassant 5 fois le taux
normal affecte le taux de fécondation en FIV-ICSI. Cette observation de défaut de compaction
de I'ADN souléve donc la question des risques encourus pour la descendance et de
I'orientation vers la technique de PMA la plus appropriée chez les hommes avec des
spermatozoides ayant un taux de rétention de pré-PRM?2 élevé.

En outre, nous avons aussi observé que les spermatozoides avec un taux de rétention élevé
présentent également des défauts de formation de I'acrosome et de mobilité ce qui suggere
un role direct ou indirect de la PRM2 dans ces processus.

En conclusion, 'utilisation de I'anticorps dirigé contre la partie clivée de la PRM2 que nous
avons développé pourrait dans I’avenir étre utilisée en clinique humaine assez facilement pour
évaluer la qualité du génome des spermatozoides. Il serait maintenant intéressant de
comprendre le role de la Protamine-2 dans linteraction entre le nucléosquelette et le
cytosquelette mais aussi de mieux appréhender le clivage séquentiel des précurseurs afin de
pouvoir affiner le modéle moléculaire de maturation post-méiotique de I'épigénome male.
Ces découvertes devraient permettre de trouver de potentiels cibles thérapeutiques pour les
hommes infertiles chez qui cette maturation est défectueuse.
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Supplemental Table 1: list of proteins identified as associated with TP2.
Eluates of TP2 (Pos) and negative control (Ctrl) co-immunoprecipitations performed from stage 12-16 spermatids from wild-type (WT) and H2A.L.2 ko (KO) mice were submitted to mass spectrometry-based proteomic analysis. The list present proteins identified with a
minimum of two peptides and quantified only in eluates from TP2 immunoprecipitations or found enriched at least five times in these eluates compared to the control eluates, based on extracted iBAQ values.

AQ WT-Pos /iBAQ KO-Pos

/ Majority protein IDs  Unique sequence coverage [%] iBAQ WT-Ctrl iBAQ WT-Pos iBAQ KO-Ctrl iBAQ KO-Pos

Protein names Mol. weight [kDa] Gene names Unique peptides N
iBAQ WT-Ctrl iBAQ KO-Ctrl
13,117 Tnp2 4 WT-Pos only 5622,8 Q91XK4;P11378 42,7 [ 125550000 20303 114160000

Protamine-2;PP2-A;PP2-C;PP2-D;PP2-B 13,638 Prm2 2 WT-Pos only KO-Pos only Q545M0;C3U1S0;C3U1 27,1 0 1555300 0 1902600
histone H4 11,367 Hist2h4;Hist1h4a 5 1466,1 955,7 B2RTMO;P62806 27,2 193380 283520000 232010 221740000
histone H1.1 21,785 Histlhla 12 WT-Pos only KO-Pos only P43275 38 [ 151030000 0 132970000
histone H3.3;histone H3.3C;histone H3;histone H15,328 H3f3a;H3f3c;Histlh3e 5 18873,9 9935,9 P84244;P02301;E0CZ27 44,9 7488,1 141330000 11859 117830000
Spermatid-specific linker histone H1-like protein 18,86 Hils1 12 838,5 811,1 16UA94;16TS03;Q55WB 66,5 128400 107660000 69480 56353000
Testis-specific H1 histone 44,399 Hifnt 9 WT-Pos only KO-Pos only Q8c4 21,4 0 57921000 0 40703000
histone H1.4 21,977 Histlhle 5 WT-Pos only KO-Pos only P43274 15,5 [ 49196000 0 39411000
histone H1t (histone cluster 1, H1t) 21,669 Histlh1t 3 7806,0 KO-Posonly  I7HFT9 115 6207,9 48459000 0 22522000
histone H2B type 1-A;histone H2B (TH2B) 14,236 Histlh2ba 4 WT-Pos only KO-Pos only P70696;A0JNSS 29,9 [ 21118000 0 20450000
histone H1.5 22,445 Histlh1lb 8 WT-Pos only KO-Pos only QIWWK3;P43276 26,1 [ 20253000 0 10970000
histone H1.2 21,266 Histlhlc 3 WT-Pos only KO-Pos only Q557ZA3;P15864 9,9 [ 6405100 0 20095000
Core histone macro-H2A.1 39,735 H2afy 17 WT-Pos only KO-Pos only Q9QzQ8 46 0 21462000 0 20200000
histone H1.0;histone H1.0, N-terminally processe 19,253 H1fo 5 WT-Pos only KO-Posonly ~ Q8C1Y3;Q3U4Y0;P109228,5 0 4906100 0 5018700
histone H2A;histone H2A.V;histone H2A.Z 13,509 H2afv;H2afz 2 WT-Pos only KO-Pos only B2RVP5;Q3THWS5;P0CO 18,8 0 5234300 0 4204900
histone H2A;histone H2A type 1-H;histone H2A.J 13,66 Histlh2ah;Hist1h2aa; 2 WT-Pos only KO-Pos only AOAON4SV66;A0AUV1;/14,3 0 3005200 0 2374300
histone H2A-Bbd type 1;histone H2A (H2A.L.2) 12,842 H2afb1;Gm6026 2 WT-Pos only KO-Pos only Q9CQ70;A92055 19,8 0 4273700 0 137190
histone H2B type 3-A;histone H2B type 3-B;histo1 13,994 Hist3h2ba;Hist3h2bb; 2 WT-Pos only KO-Pos only Q9D2U9;Q8CGPO;Q6457,9 0 1647400 0 1244500
Core histone macro-H2A.2;Core histone macro-+40,092 H2afy2 8 WT-Pos only KO-Pos only Q8CCK0;Q8BP16 325 0 762770 0 618870
histone H2B type 1-P;histone H2B;histone H2B ty 13,992 Hist1h2bp;Hist1h2bj;t 3 WT-Pos only KO-Pos only Q8CGP2;A0JLV3;B2RVD 19,8 [ 416360 0 114840
histone-binding protein RBBP4 47,655 Rbbp4 3 WT-Pos only KO-Pos only Q60972 12,9 0 241430 0 236220
histone H2B subacrosomal variant 14,197 Subh2bv 2 WT-Pos only KO-Posonly ~ Q9D9Z7 236 0 162380 0 133310
ATPase family AAA domain-containing protein 2 155,28 Atad2 6 WT-Pos only KO-Pos only ~ G3X963;Q8CDM1 77 [ 21104 0 35175
Centromere protein V 27,541 Cenpv 8 14672,1 11226 Q9CXs4 49,6 843,98 12383000 13384 15025000
histone acetyltransferase;histone acetyltransfere 53,554 Kat7 3 WT-Pos only KO-Pos only Q3UGU8;Q3TD41;Q3U(10,5 [ 104430 0 159060
histone-lysine N-methyltransferase SUV39H2 42,801 Suv39h2 2 WT-Pos only KO-Pos only Q3TNH3;F6EWB49;A0AC6,1 0 88423 0 57448
40S ribosomal protein SA 32,85 Rpsa 19 WT-Pos only KO-Pos only B2CY77;P14206 64,4 0 204560000 0 192220000
60S ribosomal protein L4 47,153 Rpl4 29 880,9 487,9 Q564E8;Q9D8E6;Q9CSI 54,2 164000 144460000 264200 128910000
40S ribosomal protein S8 24,205 Rps8 10 11093,6 KO-Pos only Q497E9;P62242;Q5M9154,3 12884 142930000 0 122680000
60S ribosomal protein L6 33,509 Rpl6;Gm5428 16 WT-Pos only KO-Pos only ~ Q3UCHO;P47911;E9PU47,3 0 122510000 0 131820000
60S ribosomal protein L14 26,316 Rpl14;Rpl14-ps1 5 64357,9 KO-Pos only Q9CWKO;Q9CR57;Q56¢ 24,7 1530,8 98519000 0 106870000
Ribosomal protein;60S ribosomal protein L10a 24,831 Rpl10a 10 22016,2 16037,7 Q5XJF6;Q3U561;P5302(39,6 4903,2 107950000 5664,2 90841000
60S ribosomal protein L3 46,079 Rpl3 16 10483,8 KO-Posonly  Q3UB90;Q3UB67;Q3UE37,7 5472,9 57377000 0 66873000
60S ribosomal protein L13 24,305 Rpl13 8 WT-Pos only KO-Pos only P47963;Q5RKP3 351 [ 55325000 0 59067000
Ribosomal protein L19;60S ribosomal protein L1¢23,247 Rpl19 5 WT-Pos only 19246,1 A2A547;Q510T8;P8409¢22,2 0 54260000 2467,3 47486000
60S ribosomal protein L13a 23,464 Rpl13a 7 WT-Pos only KO-Pos only Q5M9MO;P19253;Q3TL 30,5 [ 61029000 0 34242000

ione peroxidase;| holipid hydropero 19,522 Gpx4;PHGPx 10 465,4 429,5 Q3TI34;Q5XJZ8;Q76LVC 53,5 92071 42853000 91674 39373000
Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a;Ubiquitin;¢17,951 Rps27a;Ubc;Gm8797; 6 169,4 43,4 Q642L7;P62983;A5)UZ151,3 269800 45704000 850610 36945000
Polyadenylate-binding protein;Polyadenylate-bin 70,64 Pabpcl 18 1573,4 KO-Pos only Q3U8U8;P29341;Q8BN.30 24811 39037000 0 35631000
Ribosomal protein L15;60S ribosomal protein L1£24,146 Rpl15;,Gm10020 8 WT-Pos only 137,9 Q5M8Q0;Q3U7D2;E9Q 36,3 [ 32332000 217280 29970000
60S ribosomal protein L7 31,419 Rpl7 15 7.2 3549 Q5M9N8;Q3UBI6;P141:41,9 4404500 31658000 84248 29901000
60S ribosomal protein L7a 30,024 Rpl7a;Gm4978 14 WT-Pos only KO-Pos only Q6P1A9;Q5EBGS5;Q58E 38,3 [ 29746000 0 26621000
60S ribosomal protein L18 21,643 Rpl18 7 WT-Pos only KO-Pos only Q642K1;Q58EWO0;P359:29,3 [ 29118000 0 25220000
60S ribosomal protein L8 28,066 Rpl8 6 WT-Pos only KO-Pos only Q3UJS0;P62918;Q9723733,5 [ 28577000 0 23942000
Eukaryotic initiation factor 4A-lIl;Eukaryotic initiz 46,839 Eif4a3;Gm8994 18 WT-Pos only 721,7 Q91VC3;A0AON4SVPS;EA43,8 [ 22850000 40765 29421000
60S ribosomal protein LS 344 RplS 14 2711,0 KO-Pos only  QS8EU6;Q3U850;P479€40,1 10158 27538000 0 23169000
40S ribosomal protein $3 26,674 Rps3 17 5361,9 KO-Pos only Q5YLW3;P62908;Q9D0. 66,3 4582,7 24572000 0 23669000
Guanine nucleotide-binding protein subunit beta 35,076 Gnb2I1 19 7836,5 KO-Pos only P68040 78,5 31454 24649000 0 20977000
40S ribosomal protein S6 28,667 Rps6 9 4571,7 4981,6 Q8BT09;Q5BLK1;P6275 26,1 5113,9 23379000 4338,2 21611000
40S ribosomal protein $2 25,104 Rps2;Gm18025;,Gm57 9 WT-Pos only KO-Pos only Q9DC49;Q58EU3;Q3TX 45,1 [ 23971000 0 20659000
40S ribosomal protein S3a 29,885 Rps3al;Rps3a 12 210,0 279,6 Q564F3;Q3UAC2;Q3U5 51,9 105160 22085000 78087 21835000
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C 36,905 Hnrnpc 12 WT-Pos only KO-Pos only Q3U6P5;Q97204 28,1 [ 18256000 0 19999000
40S ribosomal protein $14 16,301 rps14;Rps14 9 9207,9 1109,2 070569;P62264;D3YVF.41,1 2292,5 21109000 14685 16289000
60S ribosomal protein L22 14,759 Rpl22 4 1355,0 KO-Posonly ~ Q4VAG4;P67984 50,8 13858 18777000 0 16762000
Protein FAM71B 68,312 Fam71b 22 696,9 KO-Pos only BIEKM7;B7XG48;Q5ST 43,9 25743 17941000 0 13500000
40S ribosomal protein 518 17,718 Rps18;Gm10260 8 2764,4 2806,8 Q561N5;F6YVP7;P6227143,4 5479,4 15147000 4147,8 11642000
40S ribosomal protein S20 13,373 Rps20 4 1129,7 KO-Posonly  QSBLK2;P60867 235 12459 14075000 0 12173000
UAPS6-interacting factor 35,887 Fyttd1 9 WT-Pos only KO-Pos only Q91749 40,7 [ 11234000 0 12503000
Tubulin beta-4B chain;Tubulin beta-4A chain 49,83 Tubb4b;Tubb4a 3 664,9 609,7 P68372;Q9D6F9;Q9DCF9,9 19329 12852000 15582 9500000
605 ribosomal protein L30 12,656 Rpl30 5 WT-Pos only KO-Posonly  Q497D7;Q58DZ3;P628651,8 [ 10622000 0 10390000
Testis-expressed sequence 101 protein 26,998 Tex101 5 110,1 191,7 Q9JMI17;Q076US 26,8 115480 12717000 42158 8081000
Eukaryotic translation initiation factor 6 26,511 Eif6 8 WT-Pos only KO-Pos only Q545K4;Q3UBJ6;Q3UA 50,6 0 9728800 0 9840000
60S ribosomal protein L27 15,798 Rpl27 4 WT-Pos only KO-Pos only Q5BLI9;P61358,Q9CSM 36 [ 10518000 0 8273400
60S ribosomal protein L12 17,804 Rpl12 6 235,6 KO-Pos only Q5BLKO0;Q3TIQ2;P3597!54,5 42737 10070000 0 8359500
40S ribosomal protein S9 22,591 Rps9 9 9928,3 KO-Posonly ~ Q6ZWNS5;F7CJS8;D3YW 30,9 993,25 9861300 0 8378400
60S ribosomal protein L36 12,254 Rpl36 5 WT-Pos only KO-Pos only Q6ZWZ4;Q5M9IL1 30,5 [ 10846000 0 7370300
60S ribosomal protein L27a 16,605 Rpl27a 4 WT-Pos only KO-Pos only P14115 29,1 0 10248000 0 7811000
60S ribosomal protein L18a 20,633 Rpl18a 7 WT-Pos only 5787,8 Q3THJO;P62717 324 [ 8878000 1430 8276600
60S ribosomal protein L24 18,252 Rpl24 6 WT-Pos only KO-Pos only Q3UW40;Q8BP67;Q8B131,2 [ 10462000 0 6204200
Deleted in azoospermia-like 33,34 Dazl 9 WT-Pos only KO-Pos only Q499F1;064368;Q3TU(37,9 0 9140300 0 7320800
RNA-binding protein Raly 31,198 Raly 9 WT-Pos only KO-Pos only Q3U3F6;A2AU62;Q640:31,8 [ 7810200 0 7918000
40S ribosomal protein S25 13,742 Rps25 4 WT-Pos only KO-Pos only Q58EA6;P62852 24 [ 9404200 0 6108300
40S ribosomal protein 526 13,015 Rps26 3 WT-Pos only KO-Posonly ~ Q497N1;P62855 31,3 0 8287900 0 7001600
40S ribosomal protein 516 16,445 Rps16 8 WT-Pos only KO-Pos only A4FUS1;Q641N3;Q5C7145,2 [ 7233900 0 7069600
Y-box-binding protein 2 38,08 Ybx2 3 WT-Pos only KO-Pos only B2RUF0;Q972C8;Q3TTC17 0 6774800 0 6136800
60S ribosomal protein L23a 16,94 Rpl23a 5 WT-Pos only KO-Posonly  Q91YK6;Q4V9X9;Q5M9 38,9 0 7158300 0 5654300
60S ribosomal protein L29 16,966 Gm17669;Gm3550;Rp 2 WT-Pos only KO-Pos only F6QL70;W4VSN7;Q5M¢12,3 [ 8258900 0 4311300
60S ribosomal protein L31 14,411 Rpl31 4 WT-Pos only KO-Pos only Q9CY93;Q5MSK9;P629(36 [ 7139100 0 5362700
Regulator of nonsense transcripts 1 123,97 Upfl 44 WT-Pos only KO-Posonly  Q9EPUO 47,9 [ 5869900 0 6041700
US small nuclear ribonucleoprotein 40 kDa prote 39,275 Snrnp40 13 WT-Pos only KO-Pos only ~ Q6PE01;Q3UFK4 53,9 [ 5696800 0 6013600
Dipeptidase 3 54,246 Dpep3 17 57,7 182,0 Q9DA79 44,2 96473 5570400 34140 6212400
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M 73,74 Hnrnpm 21 WT-Pos only KO-Pos only Q3THB3;Q9D0E1;B8JK341,7 [ 5205500 0 6171800
60S ribosomal protein L21 18,579 Rpl21 4 WT-Pos only KO-Pos only Q9CQaM8;Q4VA28;009:27,5 [ 5941100 0 5415200
Outer dense fiber protein 2 75,522 0df2 20 5168,5 KO-Pos only  A3KGV9;V9GXZ0;A3KG\ 30,3 1390,7 7187800 0 4128200
40S ribosomal protein 513 16,142 Rps13 4 WT-Pos only 1144,0 Q921R2;Q5BU7;P6230:21,4 0 6116100 42353 4845100
60S acidic ribosomal protein P2 11,651 Rplp2 7 WT-Pos only KO-Pos only P99027 86,1 0 4810300 0 5975100
Interferon-inducible double-stranded RNA-depei34,371 Prkra 8 WT-Pos only KO-Posonly ~ Q9WTX2 329 0 6233600 0 4169000
Outer dense fiber protein 1 27,622 0odf1 9 WT-Pos only KO-Pos only A6H656;Q61999 38,3 [ 6127700 0 4115000
40S ribosomal protein S15a 14,839 Rps15a 5 WT-Pos only KO-Pos only Q5M9M4;P62245;F8W. 46,2 0 5481700 0 4756900
Nuclease-sensitive element-binding protein 1 33,546 Ybx1 8 WT-Pos only KO-Pos only Q71V06;Q810K5;Q6095 35,1 [ 5703600 0 4206800
60S ribosomal protein L10-like 24,558 Rpl10l 2 WT-Pos only KO-Pos only P86048 6,1 0 6401400 0 3473800
40S ribosomal protein S17 15,524 Rps17 6 WT-Pos only KO-Posonly ~ QSM9L7;Q8BT90;P6327149,6 0 5513200 0 3959400
Piwi-like protein 1 98,573 Piwill 40 398,6 KO-Pos only Q9JMB7;A0A0G2JEK6 56,4 11648 4642700 0 4814700
40S ribosomal protein S19 14,896 Rps19 6 WT-Pos only KO-Pos only D3YUT3;D3YUG3;Q5M¢33,1 [ 5363600 0 3849600
Tubulin alpha-3 chain 49,959 Tuba3a 2 933,0 769,9 Q5FW91;P05214;Q9D9 5,3 5869,4 5476300 4714,8 3629800
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Biglycan 41,639
40S ribosomal protein S11 17,497
Pre-mRNA-processing factor 19 55,238
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F;Hete45,729
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like 96,001

Elongation factor 1-gamma 50,06
60S ribosomal protein L11 20,266
Heat shock-related 70 kDa protein 2 69,641
60S ribosomal protein L28 15,709
60S ribosomal protein L9 21,881
60S ribosomal protein L26 17,258
40S ribosomal protein S4 29,184
60S ribosomal protein L17 21,397
60S ribosomal protein L32 15,874
116 kDa US small nuclear ribonucleoprotein com 109,36
40S ribosomal protein S12 14,515
Splicing factor 3B subunit 3 135,55
Nucleolar protein 58 60,342
Vimentin 53,687
Protein boule-like 31,009
60S ribosomal protein L23 14,865
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H;Het 49,199
40S ribosomal protein $28 6,3442
Heterochromatin protein 1-binding protein 3 56,824
RNA-binding protein 14 69,448
40S ribosomal protein S23 15,835
40S ribosomal protein 524 15,325
Serine beta-lactamase-like protein LACTB, mitoct 60,634
40S ribosomal protein 521 8,88
Matrin-3 94,629
RISC-loading complex subunit TARBP2 26,108
Nucleolar protein 56 64,586
Decorin 39,809
Pre-mRNA-processing-splicing factor 8 273,61
US small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa helic244,54
mRNA turnover protein 4 homolog 27,545
MCG55287 (Protein Cypt12) 13,156

SURP and G-patch domain-containing protein 2 118,1
'WDA40 repeat-containing protein SMU1;WD40 re 57,543

40S ribosomal protein S10 18,916
60S ribosomal protein L37a 8,9946
SNW domain-containing protein 1 61,461
60S acidic ribosomal protein P1 11,475
MICOS complex subunit Mic19 22,342
Splicing factor 3A subunit 1 88,544
Nucleolar GTP-binding protein 1 52,107
Sorting and assembly machinery component 50 151,863
Splicing factor 3A subunit 3 58,841
MCG123871 (Protein Tekt5) 62,734
Ecto-ADP-ribosyltransferase 3 40,775
Elongation factor 1-alpha;Elongation factor 1-alp 50,113
Splicing factor 3B subunit 1 145,83
U2 small nuclear ribonucleoprotein A 28,357
40S ribosomal protein S7 21,882

Ras-related protein Rab-2A;Ras-related protein F 23,547
Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding pr 22,702

60S ribosomal protein L10 23,072
Voltage-dependent anion-selective channel prot¢30,446
Poly(rC)-binding protein 1 37,497
40S ribosomal protein S29 6,6767
mRNA export factor 37,636
Serine protease 46 35,185
Nuclear cap-binding protein subunit 1 91,926
Heat shock cognate 71 kDa protein 60,801
U2 snRNP-associated SURP motif-containing prot 118,26
Transformer-2 protein homolog beta 21,935
Nucleoporin 153 152,07
Protein Gm14569 181,03
Splicing factor 3b, subunit 2 98,183
Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 13,985
Serine/arginine-rich splicing factor 5;Serine/argir 30,978
Lupus La protein homolog 47,657
Tubulin beta-3 chain;Tubulin beta-6 chain 50,418
Myelin expression factor 2 63,294
Tudor domain-containing protein 6 238,01
A-kinase anchor protein 4 93,795
Proteasome subunit alpha type;Proteasome subi28,49

Calicin 66,749
Piwi-like protein 2 109,49
U2 small nuclear ribonucleoprotein B 16,009
Ribosome biogenesis regulatory protein homolo;42,318
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L 50,564
Bystin 49,783
rRNA 2-O-methyltransferase fibrillarin 34,375
Protein FAM166A 36,612

MKI67 FHA domain-interacting nucleolar phosph 36,265
Nicotinami ide adenylyltransferase;Nic 32,197

Proteasome inhibitor PI31 subunit 26,073
Erlin-2 37,872
Actin, alpha cardiac muscle 1;Actin, aortic smoot|41,946
Nucleoporin NUP53 34,785
Ly6/PLAUR domain-containing protein 4 26,996

KRR1 small subunit processome component horr 36,66
Thyroid hormone receptor-associated protein 3 80,11

Putative helicase MOV-10 113,55
60S ribosomal protein L38 8,2038
Calcium-binding tyrosine phosphorylation-regulz 41,306
28S ribosomal protein S35, mitochondrial 35,917
Testis-specific serine/proline-rich protein 31,115
Enhancer of rudimentary homolog 12,259

Bgn 14
Rps11 6
Prpf19 12
Hnrnpf 9
Hnrnpull 25
Eeflg 9
Gm10036;Rpl11;,Gm5(4
Hspa2 13
Rpl28 3
Rpl9 6
Rpl26 4
Rps4l 5
Rpl17 3
Rpl32 4
Eftud2 36
Rps12 6
Sf3b3 36
Nop58 14
Vim 21
Boll 5
Rpl23 5
Hnrnph1 11
Rps28;Gm10263 2
Hplbp3 11
Rbm14;p16 10
Rps23 3
Rps24 4
Lactb 12
mCG_673%;Rps21 4
Matr3 15
Tarbp2 8
Nop56 19
Den 11
Prpf8 77
Snrnp200 70
Mrto4;mg684 10
Cyptl2 2
Sugp2 34
Smul 13
Rps10 4
Rpl37a 2
Snwil 13
Rplp1;Gm10073 3
Chchd3 3
Sf3al 19
Gtpbp4 9
Samm50 12
Sf3a3 10
Tekt5 19
Art3 8
Eeflal 7
Sf3bl 33
Snrpal 8
Gm9493;Rps7 7
Rab2a;Rab2b 9
Serbpl 4
Rpl10 2
Vdac2 7
Pcbpl 7
Rps29 2
Rael 7
Prss46 4
Ncbpl 17
Hspa8 9
U2surp 5
Tra2b 4
Nup153 5
Gm14569 29
Sf3b2 12
Snrpd3 5
SrsfS;Srsfa;Srsf6 2
Ssb 10
Tubb3;Tubb6 3
Myef2 12
Tdrd6 39
Akap4 20
Psma3 5
Ccin 13
Piwil2 27
Snrpb2 2
Rrs1 6
Hnrnpl 8
Bysl 10
Fbl 4
Fam166a 6
Nifk 8
Nmnatl 5
Psmfl 4
Erlin2 5
Actcl;Acta2;Actg2;Act 5
Nup35 6
Lypd4

Krrl 5
Thrap3 9
Mov10 19
Rpl38 4
Cabyr 6
Mrps35 4
Stégalnac2 6
Erh 3

WT-Pos only
WT-Pos only
328,1
WT-Pos only
WT-Pos only
172,4
WT-Pos only
25,0
WT-Pos only
WT-Pos only
4394
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
3130,2
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
115,6
37188
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
1244
WT-Pos only
686,0
WT-Pos only
WT-Pos only
479,0
WT-Pos only
338,6
WT-Pos only
505,2
2254
64
53,3
WT-Pos only
WT-Pos only
149,6
WT-Pos only
WT-Pos only
64,8
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
35,7
4247
152,8
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
14,1
WT-Pos only
264,1

1884,6
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
126,7
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
855,1
WT-Pos only
WT-Pos only
89,6

KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
7781
KO-Pos only
139,8
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
31795
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
2289
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
1303,4
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
130,7
KO-Pos only
75,8
KO-Pos only
41,6
KO-Pos only
KO-Pos only
1256
281,2
258,9
KO-Pos only
288,7
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
1234,2
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
311,3
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
55,5
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
16,3
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
26,4

Q3TNY9;P28653;Q3UXK46,1
Q9D0P6;Q3UC02;Q9DEB 37,7

Q99KP6 39,5
Q972X1;J3QMT0;J3QM 29,9
Q8VDM6 32,4

Q4FZK2;Q9D8N0;Q8R1123,6
E9PYL9;Q9CXW4;Q8VC! 27

P17156;B7U582 29,4
Q5M9N5;Q5M9)8;P41121,2
Q5EBQ6;P51410;A0A0(48,4
Q4FZH2;P61255;B1ARA 24,1

Q3vizs 16,8
Q6ZWZ7;Q6PHZ1;Q505 18,5
Q5PR09;P62911 28,9
Q543F1;Q3U5Q3;Q3TV 51
Q6ZWZ6;P63323 63,6
B2RSV4;Q921M3 42

QB6DFW4;A0A0A0MQ7(38,6
QSFWJ3;Q3U651;P201547,6
G3UYES;E9QPQY;Q924/17,4
P62830 39,3
Q811L7,08C2Q7;0357:36,3
G3UYV7;Q05911;P6285:37,5
Z4YKA3;Z4YKB8;Q3TEA: 25,2
Q8C2Q3;Q3U6A2;E9QL 27,2
QICWI9;Q497E1;Q9CZ134,3
Q9D7P1;Q9CY61;Q5M< 29,5
QB0UJS;B2RWI2;Q9EPE23,8
Q8C1L7;Q9CaR2 49,4
Q5BL18;Q4FITO;Q3TTX(28,1
D3YZ55;P97473;D3228238,3
Q3UJ27;Q9D621;Q3US247,2
Q3UKR1;Q3TSV1;P286529,9

Q99PVO 39,6
Q6P4T2 42,7
A2AMU9;Q9DO0I8;A2AN43,9
Q9DAR6 10,9
Q8CHO9 45,1
Q3UKI7 29,2

Q5M9K7;Q3U9P0;P633 23,6
Q5MIN6;Q4VAF2;Q3Ui36,6
AOAOB4J1E2;Q9CSN1;034,7
QS58E35;P47955;E9Q3T 66,7
Q91VG6;Q9CRBY;S4R2:20,4

Q8K4Zz5;,Q3TVM1 33
Q3TPJ4;Q3UR29;Q99M 24,7
Q8BGH2 35,2
Q58E59;Q9D554 22

G5E8A8;D5HP88;Q14B146,5
B7ZNM3;E9QNU1;E9Q7 28,3
Q58E64;Q3UA81;P101222,1
G5E866;,Q99NB9;Q3US(34
P57784;G5E883;Q8BSH 31,4
F6SVV1;Q4FZE6;P6208246,4
QOPD65;P53994;Q8BXY 45,8
AOAON4SWH2;A0A0N4 29,9
17HLV2;Q3THJ6;Q6ZW\ 7
G3UX26;Q60930;D3YZ132,9
P60335 30,1
P62274 32,1
Q8CBU3;Q8C570;A2AS(34,9
Q5M8S2;FeUBW2 15,6

Q3UYV9;Q3TLK3 27,5
Q3UDS0;Q3UBA6;Q3TZ23,1
Q6NV83 57

F8WJG3;Q5PR75;P629530,9
Q8OWRO0;E9Q3G8;Q8BI 5,4

E9Q0C6 26,5
Q80W39;Q3UJB0;Q3UE18,1
Q91VM2;P62320 53,2

Q9D8S5;035326;Q5U4:8,9
Q8BTU4;Q564E6;,Q3TG 28,9
Q9ERD7;Q9CRT0;Q3U99,3

Q8C854;G8IL68;A7UQY 32,3
F27429;E9PZ50;B7ZNI0;25,6
A1L3T6;Q60662;09226.31,6
Q9DCD8;Q58EV4;0704 25,1

B2RX51;Q8CDE2 29,3
Q8CDG1 333
A2CES4;Q9CQl7 18,9
Q80U76;Q9CYH6 12,1
G3UY38;G5E924;Q8R0¢ 28,5
054825;Q543N4 29,1
Q3UJS2;P35550 23,5
Q9D4KS 26

Q91VE6 34,1

Q3V455;Q3V449;Q9EP/21,4
A2VCP7;A2AU35;Q8BH 21,8

Q8BFZ9 23,5
Q9CXK3;Q497E4;Q3U1J: 20,2
Q8RAR6;A2ATI2 33,5
Q8BVPE 20,3

G3UZA0;Q8BGAS 18,6
Q8BZN7;Q56926;Q8BV 17,3
Q3UD86;Q3TFCO;D3Z3127,1
Q52KP0;Q91)18 48,6
Q3KNH8;Q9D424 23,4
AOAOR4JOL6;Q8BJZ4 16,2
CoJ8I2 36

Q4FZH7;P84089;G3UW 37,5

21890
[
159890

4675400
4713500
3533500
5928800
4095500
3773400
4202000
4003300
4405300
3659000
3887700
3432800
4366500
3524200
2541700
2935300
2363300
3071000
3086200
3325800
3173200
2868300
2980500
3170800
2045900
2722500
2795100
2383800
2927700
1728300
2233700
2158100
1986000
1588900
1508400
2185600
2504400
1737800
1623900
1455700
2331900
1889500
1592800
2332800
1597600
1789500
2462100
1449000
1847800
1742300
1536400
1241700
1347000
1173300
1718700
1529000
1973200
1979400
1125500
1424200
1312000
1500300
1102500
1283500
1421000
969950
37581
1281500
981670
1011900
944790
925750
1509300
939390
1097200
1245600
1138700
1013000
967610
959570
979320
820860
902140
1011500
1090100
937510
937430
867600
874780
813830
847970
952500
772690
722790
905590
866740
1059700
934450
969560
899520

o oooo

5853,1

29085

ocooooo

1262,8

OCoooocoooocooocooooooooo

11930
0

0
1804,6

ocoocooocoooo

9786,8
0

21676
50665
16448
47374
5827,5

2957,4

o ooooo

941,84
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4117900
3881700
5040000
2624000
4366700
4554100
4052200
4067000
3323300
3635400
3281800
3550200
2351200
3071200
4015100
3532400
3920500
3065200
2844100
2524500
2585300
2842600
2694200
2325000
3220600
2453800
2302700
2612300
2062400
2806700
2222400
2267700
2416900
2731100
2732200
1992300
1616000
2352100
2443500
2581200
1672900
2077100
2314900
1475400
2200500
1975000
1278900
2048300
1643000
1659700
2109400
2122900
1921700
2066400
1332000
1509000
829540

853780

1669400
1268400
1376400
1163300
1523700
1363000
1162400
1568600
2416400
1041600
1254300
1162500
1275400
1188400
606870

1115300
980500

751100

839100

958330

990980

1062400
973240

1070700
987140

862510

775600

914910

890340

946650

932460

990180

950480

799470

967280

1003900
812750

848760

636210

706920

666580

764470



Poly(rC)-binding protein 2 38,15

Proteasome subunit alpha type;Proteasome subi 26,411
La-related protein 1 121,15
U3 small nucleolar RNA-associated protein 18 ho 61,217
Polyadenylate-binding protein 66,472
Ribosomal RNA-processing protein 7 homolog A 32,356
Spermatid-associated protein 48,692
TATA-box-binding protein;TATA box-binding pro 23,456
RNA-binding motif protein, Y chromosome, famil 43,241

78 kDa glucose-regulated protein 72,422
Cell division cycle 5-like protein 92,188
Family with sequence similarity 71, member D (G 44,866
Pleiotropic regulator 1 56,937
39S ribosomal protein L38, mitochondrial 45,029
Fibrinogen gamma chain 49,391
Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA he 79,97
Pre-mRNA-splicing factor ISY1 homolog 10,956
Protein Gliprill 27,074
Casein kinase Il subunit alpha 45,179
MCG142036 (Protein Acad12) 61,389
Voltage-dependent anion-selective channel prot(30,752
Tudor domain-containing protein 1 129,69
La-related protein 4 79,762
Proteasome subunit alpha type-6 27,372
Small nuclear ribonucleoprotein E 10,803
Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1 13,281
RNA 3-terminal phosphate cyclase-like protein 40,806
Serine/arginine repetitive matrix protein 2 294,84
28S ribosomal protein 522, mitochondrial 41,192
Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit 40,489
Tektin-3 56,672
Small nuclear ribonucleoprotein-associated proti 24,614
Galactocerebrosidase 77,256
Rbm31x protein (Fragment) 38,487
Elongation factor 1-delta 72,93
Pre-mRNA-splicing factor RBM22 46,895
Fibrinogen beta chain;Fibrinopeptide B;Fibrinoge 54,752
28S ribosomal protein $30, mitochondrial 49,939
La-related protein 7 64,705
Lamin-B1 66,785
Ribosome production factor 2 homolog 29,66
FLYWCH-type zinc finger-containing protein 1 77,095
Nuclear pore complex protein Nup93 93,28
Disintegrin and metalloproteinase domain-conta 84,534
Bcl-2-associated transcription factor 1 67,703
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase E 33,448
Small nuclear ribonucleoprotein Sm D2 13,527
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U 57,992
G kinase-anchoring protein 1 41,762
Probable 28S rRNA (cytosine-C(5))-methyltransfe 86,906
Large subunit GTPase 1 homolog 73,156
Casein kinase Il subunit beta 18,926
Prelamin-A/C;Lamin-A/C 74,237
Synaptonemal complex protein 2 172,12
Tubulin beta-5 chain 49,67
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G( 30,3
28S ribosomal protein S27, mitochondrial 47,778
Fibrinogen alpha chain;Fibrinopeptide A;Fibrinog 87,428
Nuclear receptor coactivator 5 39,263
40S ribosomal protein 527 9,2327
Protein FAM205CP homolog 28,657
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase;Gly 47,442
F-actin-capping protein subunit beta 30,628
RNA-binding protein 8A 19,76
28S ribosomal protein S29, mitochondrial 45,287
Protein Adam3 91,443
28S ribosomal protein S9, mitochondrial 44,929
Transformer-2 protein homolog alpha 24,67
WD repeat-containing protein 43 66,323
Tektin-4 52,045
Collagen alpha-1(XVIll) chain;Endostatin 182,29
Transcriptional activator protein Pur-alpha 34,868
Pre-mRNA-splicing factor SYF1 99,903
Protein Red 35,093
Pescadillo homolog 68,23
MCG53108 (Protein Rbm31y) 62,564
Valine--tRNA ligase 140,23
Golgi-associated Rab2B interactor-like 4 (MCG10 64,23
Probable rRNA-processing protein EBP2 21,682
40S ribosomal protein S5;40S ribosomal protein {20,413
Unconventional myosin-Vlla 249,76
Elongation factor 2 95,326
Pinin 82,504
T-complex protein 1 subunit alpha 60,448
Splicing factor 3B subunit 4 44,355
Centrosomal protein of 55 kDa 53,93
28S ribosomal protein S5, mitochondrial 48,216
Transmembrane protease serine 12 16,929
MICOS complex subunit Mic25 26,388
Serine/arginine-rich splicing factor 1 28,329
Putative uncharacterized protein 29,955
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 48,562
Intron-binding protein aquarius 161,85

Protein mago nashi homolog 2;Protein mago nas 17,31
Barrier-to-autointegration factor;Barrier-to-auto 10,102
Hematopoietic cell transcript 1, isoform CRA_a (F19,9
Protein Wdr36 (WD repeat domain 36, isoform C97,783

RING finger protein 151 27,175
Spermatogenesis-associated protein 6 54,277
Prohibitin-2 33,296

Pcbp2 2
Psma5;Gm8394 5
Larpl 19
Utp18 8
Pabpc2 10
Rrp7a 2
Spert 9
Tbp;Tbpl2 2
Gm21693;Rbmylal;G9
Hspa5 10
Cdcsl 16
Fam71d 6
Plrgl 12
Mrpl38 7
Fgg 5
Dhx15 12
Isyl 2
Gliprill 2
Csnk2al 6
Acad12 4
Vdac3 7
Tdrd1 18
Larp4 9
Psma6 8
Snrpe 2
Snrpd1 2
Rcll 4
Srrm2 19
Mrps22

Gnai2 4
Tekt3 10
Snrpn;Snrpb 5
Galc 4
Gm4916 3
Eefld 6
Rbm22 6
Fgb 6
Mrps30 9
Larp7 8
Lmnb1 12
Rpf2 3
Flywch1 11
Nup93 16
Adam5

9
Bclafl 3
Ppie 3
Snrpd2;Gm5449 4
Hnrnpu;Gm28062 5
Gkap1l 4

9
9
2

Nop2

Lsgl
Csnk2b;Csnk2b-Ly6g5
Lmna 11
Sycp2 20
Tubb5 3
Gnb1l 3
Mrps27 7
Fga 10
Ncoa5 4
Rps27 2
BC049635 2
Gapdhs 7
Capzb 5
RBM8;Rbm8a 3
Dap3 4
Adam3 11
Mrps9 7
Tra2a 3
Wdr43 9
Tekt4 9
Col18al 7
Pura 3
Xab2 17
Ik 4
Pesl 5
Rbm31y 10
Vars 13
Fam71a 5
Ebnalbp2 3
Rps5 3
Myo7a 31
Eef2 12
Pnn 6
Tepl 14
Sf3b4 2
Cep55 9
Mrps5 2
Tmprss12 2
Chchdé 6
Srsfl 6
TcflS 5
Hnrnpk;Gm7964 10
Aqr 21
Magohb;Magoh

Banfl 3
Hemtl 3
Wdr36 13
Rnf151 5
Spata6 5
Phb2 7

WT-Pos only
WT-Pos only
138,0
140,7
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
13,6
10,9
28,2
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
149,3
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
43,6
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
10,7
WT-Pos only
WT-Pos only
38,5
30,5
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
79,3
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
148,4
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
149,6
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
184,3
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
14,3
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
87,1
WT-Pos only
WT-Pos only
71,6
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
14,8
WT-Pos only

KO-Pos only
KO-Pos only
389,0
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
21,1
64,5
82,1
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
104,4
983,4
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
105,4
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
33,22
225,6
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
360,1
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
162,4
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
25,2
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
77,0
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
162,1
KO-Pos only

B2M1R7;Q61990;Q3TF(6,6

Q3UPK6;Q3TUX3;Q3TU 28,2
Z4YJT3;Q62Q58;Q3UU324,6
Q3U3Q3;Q55516;Q8BH'19,7
Q792Y0;Q62029 22,7
Q3U5H9;D3U0D6;Q9D: 11,1
E9Q4B1;Q32MG2 27,9
F6XYI9;F8WJ67;Q6RI65 10,1
J3QK27;B2RWR6;A0A0¢ 27,6
Q9DC41;Q3U9G2;Q3TV20

Q3UCF2;Q6A068 29,1
Q80W24;D3YV92 21,1
Q922V4;D374V1;F8WI341,3
Q8K2M0 26,3
Q3UEM7;Q3UERS;Q8V(14,7
Q497W9;Q3UKI6;Q3TF 21,2
AOAON4SVI0;A0AON4S 24,2
Q9DAG6 8,5

Q61177;Q60737;Q9D0F 20,5
D3Z7X0;D3Z28B3 8,5

Q3TX38;Q3TTN3;Q609:30,4
Q9smv1 23,5
G3X9Q6;Q8BWW4;Q3L 16,6
Q9QUMY;E0CXB1 38,2
P62305;E9Q0W8;E9Q4I25

P62315 10,9
Q3THS8;QoMTO 11,5
Q8BTI8 11,5
QICXW2 12

P08752;A0A0A6YWA9 15,5
Q5SXS5;Q6X6Z7 25,9
Q3UN87;P27048;P6316 21,7
P54818;Q3TTJ1 6,7

A97Z056 14,7
AOAOR4J1E2;E9QN08;0 13,9
Q8BHS3 18,3
Q3TGR2;Q8K0E8 16,6
Q9D0GO 25,8
13PQW3;Q05CL8 18,8
P14733;Q8C553 26,5
S4R1Y5;G3X926;Q9)J80 16

Q8clo3 23,2
Q8BJ71;Q3TFC8 26,9
Q3TTEO;F651B5 14,2
AOA087WRN1;Q3TSZ0; 5,7

Q9QzH3 15,9

Q14AF6;P62317;D3Z5N 39,8
Q3TS50;,G3XA10;Q8C2¢ 14,4

Q9JMBO 18,9
E9QN31;Q922K7 14,7
Q3umig 15,5
G3UXG7;G3UXU2;G3Uz 20,7
P48678 21,5
Qocuus 17

P99024 9,9

H3BKR2;Q3U1B1;Q3TQ 16,4
Q8BK72;Q80z14 20,5
E9PV24;Q08284 20,3

Q69ZE0;Q8BX12;Q91W 19

AOA0G2JDW7;Q6ZWUC 14,6
Q3V0J3;Q80YD3 16,9
AOAOR4J0X7;S4R2G5;Q 24,7
Q923G3;Q3TVK4;Q3TRI23,9
AOA067XG47;A0A023T¢32,4
G3X9MO;Q9ER88;G3UV 12,4
F8vQ03;Q62287;Q6P9C 18,2
Q9D7N3;Q3UMV5;Q5X 27,4
Q3TAP5;A0AON4SVC2;£20,8

Q68FC6;Q6ZQL4 27
AOAOR4J051;Q14951 25,7
E9QPX1;P39061 5,5
Q8C6EY;P42669 18,1
Q3UKP5;Q9DCD2 25

Q3TJY5;Q8CDT0;Q8C7L 16,3
Q55Q20;Q9EQ61 88

Q9oD3U4 28,8
Q7TPT7;Q79010;Q3U3C 14,8
B7XG49 13,2
A2ACZ1;Q9D903 28,9

D3YYM6;Q91V55;P974¢19,8
AOAOR4J113;Q5MJ56;P 19,6
Q3UMI7;Q3UDC8;Q3T\ 20,9
Q3TUQ5;035691;Q9CV 9,6

P11983 33,6
Q8Qzy9 54
Q8BTO7 26,2
Q3U2U4;Q99N87 51
Q8C1J4;Q3voQ7 16,6

E9Q4M4;Q91VN4;Q9D, 31,4
H7BX95;Q6PDM2 253
Q3V133;Q810E9;Q32N" 26,5
B2M1R6;Q3TUA1L;Q3T) 31,4
A2AQA7;Q8CFQ3 20,6
AO0A023T778;G3UZW7;120,3
054962 42,7
G5E8L7;A0A087WST8;( 15,3
Q3TA68;Q505Q0;Q3TA 19,1
Q9cQ29 31,4
A2AED8;Q3U6K5;A0PJC 11,4
Q3V235;035129;F6QPF 28,8

©oooooo

24457
0

145

814360
968430
737070
735380
924370
687850
805640
849900
630160
812500
642160
824820
575110
777910
554750
547920
645750
723910
781910
677830
886180
654830
657810
655190
560070
365840
606140
555650
699470
641100
755600
541600
618620
676890
498890
418700
441420
702250
590360
522770
568750
320810
434160
502760
458690
460780
481550
505070
507890
430670
472430
611120
489560
486690
547000
478810
490360
349890
344940
425960
510890
442850
474240
370830
465210
374260
456390
202400
335560
455570
399250
454230
268730
271150
340440
395040
290410
334980
354880
358650
350900
172460
204970
381390
224260
455100
406230
406790
492500
291630
312520
288270
252900
340260
226110
367540
277590
314210
362260
359970



Tektin-1 48,64

Ribosomal L1 domain-containing protein 1 50,497
Surfeit locus protein 4 30,381
U3 small nucleolar RNA-associated protein 15 ho 59,417
Nucleoside diphosphate kinase 7 44,434
Transducin beta-like protein 3 88,265
T-complex protein 1 subunit delta 58,066
Crooked neck-like protein 1 83,415
WD repeat-containing protein 62 167,38
U3 small nucleolar RNA-interacting protein 2 52,106
28S ribosomal protein $34, mitochondrial 25,826
Nucleolar GTP-binding protein 2 72,1

Intracellular hyaluronan-binding protein 4 45,965

SWI/SNF-related matrix-associated actin-depend 121,63
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 137,881

Pre-mRNA-processing factor 17 65,46
40S ribosomal protein $4;40S ribosomal protein : 27,504
Coiled-coil domain-containing protein 54 37,517

Zinc finger CCCH domain-containing protein 14 82,408
Erythrocyte band 7 integral membrane protein 31,375

Nuclear pore complex protein Nup54 55,731
Splicing factor 3A subunit 2 51,306
N-acetyltransferase 10 115,42
Polyadenylate-binding protein 67,852
RIB43A-like with coiled-coils protein 1 44,962
Proteasome assembly chaperone 2 29,524
Protein SON 268,82
BC051142 protein (Protein BC051142) (Testis spe 31,541
Ribosome biogenesis protein WDR12 47,346
Metaxin-2 29,833
A-kinase anchor protein 3 95,555
Casein kinase Il subunit alpha 41,215
T-complex protein 1 subunit gamma 56,526
Polyadenylate-binding protein 71,001
39S ribosomal protein L39, mitochondrial 34,499

Spermatid-specific manchette-related protein 1 29,939
ELAV-like protein;ELAV-like protein 2;ELAV-like pi38,001

RRP12-like protein 143,13
Testisin 36,175
Nucleoporin p58/p45 55,262
40S ribosomal protein S15 13,742
Interleukin enhancer-binding factor 2 43,01

Putative ATP-dependent RNA helicase DHX30 133,03
ADAM6b (Protein Adaméb) 85,35

Zinc finger protein RFP 67,736
MKIAA0187 protein (Fragment) 145,73
T-complex protein 1 subunit theta 49,886
Actin-related protein T2 41,615
Pre-mRNA-splicing factor 38A 37,436
RNA-binding protein FUS 13,897

Disintegrin and metalloproteinase domain-conta 83,984
Ribosome biogenesis protein BRX1 homolog 41,241
Pentatricopeptide repeat domain-containing pro 77,795

Serine/arginine-rich splicing factor 7 27,377
Radial spoke head protein 6 homolog A 80,201
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G( 25,025
Prohibitin 22,999

NHP2-like protein 1;NHP2-like protein 1, N-termii 14,173
Ankyrin repeat, SAM and basic leucine zipper doi 15,962

DBIRD complex subunit ZNF326 65,166
Something about silencing protein 10 53,398
Tektin-2 50,311
Putative uncharacterized protein (Fragment) 90,099
Inactive serine protease 39 40,765
DDB1- and CUL4-associated factor 13 51,456
U3 small nucleolar RNA-associated protein 14 ho 32,08

39S ribosomal protein L37, mitochondrial 48,34

Actin-like protein 6A 47,447
Proteasome subunit alpha type;Proteasome subi 27,888
HEAT repeat containing 1 (Protein Heatr1) 242,07
Betaine--homocysteine S-methyltransferase 1 45,02

ATP-dependent RNA helicase DDX54 100,79
Unconventional myosin-lc 121,94
Phosphoglycerate kinase 2 44,852
Sulfide:quinone oxidoreductase, mitochondrial 50,21

Heat shock protein HSP 90-alpha 64,737
La-related protein 4B 81,626
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 32 47,799
Coiled-coil domain-containing protein 105 57,304
T-complex protein 1 subunit eta 52,904
Ribosome production factor 1 23,779
Y-box-binding protein 3 29,313
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase;Peptidyl-proly 18,223
Sperm-associated antigen 6 55,269
Proteasome subunit beta type-6 25,378
Nucleolar protein 6 129,23

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 152,22
Radial spoke head protein 3 homolog B;Radial sg 45,049

28S ribosomal protein S21, mitochondrial 5,1089
Nucleolar protein 16 21,508
Postacrosomal sheath WW domain-binding prot 37,485
Nup205 protein (Fragment) 226,93
Protein CASC3 75,769
E3 ubiquitin-protein ligase makorin-1 47,306

U3 small nucleolar RNA-associated protein 6 hon 70,429
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5 69,265

WD repeat-containing protein 18 47,211
U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein MF 68,735
T-complex protein 1 subunit zeta 58,076
Glutathione S-transferase Mu 5 26,635

Tektl
Rsl1d1
Surf4
Utp15
Nme7

Thi3

Cctd

Crnkl1
Wdr62
Rrp9
Mrps34
Gnl2
Habp4
Smarca5
Eif3f
Cdc40
Rps4x;Gm15013
Ccdc54
Zc3h14
Stom
Nup54
Sf3a2
Nat10
Pabpc4;Gm10110
Ribcl
Psmg2

Son
BC051142
Wdr12
Mtx2
Akap3
Csnk2a2
Cct3
Pabpc6
Mrpl39
Smrp1;1110017D15Ri
Elavi2;Elavi4
Rrp12
Prss21
Nupll
Rps15

1If2
Dhx30;mKIAA0890
Adaméb
Trim27
Bms1
Cct8;Cctq
Actrt2
Prpf38a
Fus;Taf15
Adam32
Brix1

Ptcd3

Srsf7
Rsph6a
Gnb2;Gnb4
Phb
Nhp2I1
Aszl
Znf326;2fp326
Utp3

Tekt2
Wdr75
Prss39
Dcaf13
Utpl4a
Mrpl37
Actléa
Psma4d
Heatrl
Bhmt
Ddx54
Myolc
Pgk2

Sqrdl|
Hsp90aal
Larp4b
Ppp1r32
Ccdc105
Cct7

Rpfl
I1gf2bp3;Ybx3
Ppill
Spagb
Psmb6
Nolé

Eif3e
Rsph3a;Rsph3b
Mrps21
Nop16
Whbp2nl
Nup205
Casc3
Mkrnl
Utp6

Ddx5
Wdr18
Mphosph10
Cctba
Gstm5
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WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
89,4
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
63,9
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
74,2
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
26,4
WT-Pos only
WT-Pos only
14,8
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
12,1
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
38,1
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
18,6
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
14,3
461,7

KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
80,6
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
54
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
16,4
KO-Pos only
15,2
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only

Q5NBU4;Q92285;Q9DA 11,5
Q3TS64;Q3TH37,Q3UL: 21,9
Q545Q2;064310;Q3U7 16,4

Q3TN42;08C7V3 254
Q3UMGE;Q90XL8;Q8B 20,8
Q8C4J7;Q8CE86 28,1
Q564F4;Q3U128;Q3T11023,4
P63154 15,9
E9QK36;E9PUIZ;Q3U3T 3,9

Q91WM3 13,1
QalIK9 11,9
Q3V3N5;Q3UJL0;Q99L+ 26,6
E9QKB2;Q9JKSS 14,8
Q91zw3 138
Q6IRT4;Q8BTW2;Q3U8 14,2
Q9Dc4s 223
Q545F8;Q545X8;Q3UX( 16,3
Q9DAL3 19,1
Q8BI0S 14,6
P54116;Q99L68;Q8BPA 21,1
Q8BTS4 231
Q7TN25;G3UVU2;Q622 10,7
Qs8K224 17,3
Q91Y28;D3Z5M2;A3KF(5,5

Q9D08B8 12,9
QOEST4 16,3

H9KV00;Q9QX47;H9KV(10,7
Q80XD0;Q3VOMS8;A6X8 12,6

Q4V9X1;Q9)IA4 9,2
Q8C454;Q3T140;Q3T11¢ 14,8
088987 13,5

Q545V8;054833;Q8CEL 17,1
£9Q133;03UIP4;Q3U41 19,1
QID4E6 16,6
QBCCX9;Q9IKF7 20,9
Q2MH31;F7CUE2 238
B1AXZ0;Q91XI8;Q80UJ( 14,5
Q3UJAL;Q6P580 95
Q54AE4;Q80YD8;Q9JH!8,6
Q67QC2;Q3UZQ6;Q8R39,4
D3YTQY;Q3UXS6;Q3UK 27,1
Q3UXI%;Q9CXY6 15,9
AOAOG2JGL8;Q99PUS;C 15,3
Q6IMH7;Q14DT8;Q8C09
Q6NSS3;062158 10,4
Q62QH0;Q3VON4;Q6PC9,9
Q9CS06;,Q9WVSS5;Q3UL 15,7

Q9D9Ls 85
B2RTE3;Q4FK66 14,7
G3UXT7;Q8CFQ9;Q564 29,2
Q8K410 10,6
Q9DCAS 82
Q14C51;Q3UK51;Q885119,7
Q3THA6;Q8BLI7 88

B2RQMS;Q8CDR2;Q99117,9
D3Z1M1;Q3U9V4;P628 19,8
Q55QG5;Q3TV00;P677:21,7
Q9DOTL;EIPZS4 18,8
D6RFV1;08VD46 12,8
AOAOR4J098;088291;D 8,8

Q9J113;Q05DV3;Q05DC 12,4

Q922G7 251
Q9CRF5;Q3TQZ0;Q3TI315,6
070169 10,9
Q6PAC3 19,1
Q3UYV5;Q640M1;Q3U° 10,2
Q92157 16,5

Q505L1;Q3TF62;Q9Z2N 5,4
Q3TL95;Q3UCF0;Q9R1F17,3
G3X9B1;Q3UNW7 15,6

035490;Q3UEPO 15

Q8CD14;Q8K4L0;Q8CD. 18,3
QswTI7 19,7
P09041 13,4

Q3UDS4;Q9R112;F6ZKZ 12
Q3TKB9;Q3TKGO;A0PJ9 10,6

Q6A0A2 73
AOAOR4JOF3;Q148A4 19,2
Q9D4K7 15,4

Q3UDB1;Q8C5Q5;Q3TJ 25,8
AOAO0G2JFR7;Q7TNDS 26,4
Q64369;068G78;Q614'16,4

Q497N2;Q90L17 69
Q60692 88
QBRSK4;Q3U5C6;Q3TB 12,7
Q3UIG0;P60229;Q9CT29
B2RWQ9;Q9DA80;Q3U 12,6
D3YVZ9;Q059G7;P5805 61,4

D3Z7M5;Q9CPT5 21,5
Q9D529 58
Q6PDGO;BIEJS4;A0A0) 14,7
Q8K3W3 59
ESQAG7;Q8C5V4;Q9DE 9,6
Q8VCY6;Q3TES4 14,2
Q8BTS0;A1L333;Q5U2211,7
Q4VBES8;Q8K265 6,7

AOPJ89;Q810V0;Q9D7V 8,6
Q52KG9;Q3TIX8;Q3T16:22,2
PA48774;,E9PVM7;E9PV6 24,1

10515
553,15

320930
291150
313300
255570
276320
233230
299590
219970
274170
257590
348790
243020
274040
290540
280890
191030
283740
309150
256130
339600
256600
205330
208640
285340
289000
180210
152180
296640
217600
293450
293770
260530
217690
296960
276360
298710
241320
163960
237820
168040
242580
171730
244400
209160
185410
188470
256660
276200
83621

190710
185200
207970
198970
214060
199960
214890
235480
215270
214330
173450
25774

248110
144100
203220
175220
162440
212250
188090
194850
130790
115150
151410
173870
230650
173650
145210
182620
215730
228620
190210
157350
196160
215140
190820
193170
113550
146340
195290
209440
288380
166710
104720
143180
115930
146250
141950
147590
129220
150110
255370

146

290310
306500
283170
337450
311790
348870
285430
356330
300330
315860
214620
315560
279710
260620
267280
356840
254920
229230
281960
193600
272610
321250
305870
228660
219990
316060
334590
187470
265830
185840
175850
204780
246890
158910
178010
150730
208040
281840
204980
272960
187400
258150
181520
214300
235910
227310
167800
132320
322860
276900
218070
195030
202910
184300
198290
181230
159920
179870
179170
214160
361700
133510
234430
173330
200910
210820
160090
182760
175720
239770
259060
212790
190120
128030
184950
229020
170860
146320
123710
168830
190460
149810
126480
142240
132280
211180
178270
126060
111830
32334

146950
201400
162580
187100
153340
153360
139030
157320
146840
27558



Protein Btafl 207,05
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 72,584

DNA topoisomerase 1 90,875
Heat shock 70 kDa protein 1-like 70,606
Splicing factor 3B subunit 6 14,585
Actin-like protein 7A 49,45

Myosin light polypeptide 6 16,961
Cirhin 76,885

A disintegrin and metallopeptidase domain 4 (AL 84,406
Bromodomain adjacent to zinc finger domain pr209,4

Protein Gm43337 58,87
Ubiquitin-associated protein 2-like 103,95
Protein Col6a3 288,69
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit,79,66
Glutamate receptor-interacting protein 1 68,833
ADAM6 85,089
Methyl-CpG-binding domain protein 2 43,5
Collagen alpha-1(VI) chain 108,49
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2 77,06
Nucleoporin Nup43 41,32
Protein BUD31 homolog 17
T-complex protein 1 subunit beta 57,477
Parkin coregulated gene protein homolog 27,768
5-nucleotidase 50,633
Acrosin-binding protein 61,14

Predicted gene, EG210155 (Protein Gm4763) 20,969
Kinesin-like protein;Kinesin-like protein KIF3B;Kir 54,037
Eukaryotic initiation factor 4A-I;Eukaryotic initiat 41,29

Polypyrimidine tract-binding protein 2 37,868
Transitional endoplasmic reticulum ATPase 89,321
Nucleolar complex protein 4 homolog 58,694
‘WD repeat-containing protein 74 42,636
Putative uncharacterized protein 19,602
EF-hand domain-containing protein 1 75,081
Pr subunit beta type;Pr subu 26,372
ADP/ATP translocase 2;ADP/ATP translocase 2, N32,931
Proteasome subunit beta type-5 28,532
Guanine nucleotide-binding protein-like 3 60,786
60S ribosomal export protein NMD3 57,611
Small subunit processome component 20 homol 317,87
Cytosolic 5-nucleotidase 1B 53,853
DNA helicase;DNA replication licensing factor M( 81,196
Erlin-1 39,182
DNA topoisomerase 2-alpha 172,79
39S ribosomal protein L12, mitochondrial 21,708
Calcium-transporting ATPase;Sarcoplasmic/endc 114,86
Zinc finger protein 800 74,812
Adenylate kinase 8 55,072
Nuclear pore complex protein Nup155 150,19
Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial 66,113
E3 ubiquitin-protein ligase TRIM41 71,817
Inactive serine/threonine-protein kinase TEX14 162,54
Nucleoporin NDC1 60,299
DnaJ homolog subfamily C member 9 30,059

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX56 61,179
ADP/ATP translocase 4;ADP/ATP translocase 4, N 35,257

Fibronectin;Anastellin 2111

Aladin 59,402
Outer dense fiber protein 3 30,574
DNA-directed RNA polymerase |l subunit RPB2 133,91
RuvB-like 2 51,143
Poly(rC)-binding protein 3 24,117
WD repeat-containing protein 46 55,581
Proteasome subunit alpha type-7-like;Proteasor 27,866
U1 small nuclear ribonucleoprotein A 27,372
Armadillo repeat-containing protein 12 38,502
28S ribosomal protein $23, mitochondrial 13,295
Disintegrin and metalloproteinase domain-conta 82,329
Nucleolar transcription factor 1 85,009
DDB1- and CUL4-associated factor 7 38,813
Myb-binding protein 1A 152,04
L-lactate dehydrogenase;L-lactate dehydrogenas 36,265
Collagen alpha-1(XV) chain;Restin 138,29
Nuclear pore complex protein Nup88 51,007
ATP-dependent RNA helicase DHX8 134,51
T-complex protein 1 subunit epsilon 59,623
Protein Spata31did 136,96
ATP-dependent RNA helicase DDX18 74,18

Periodic tryptophan protein 2 homolog 98,57

Serine/threonine-protein kinase haspin 84,208
39S ribosomal protein L46, mitochondrial 18,767
Coiled-coil domain-containing protein 136 120,2

Nuclear pore complex protein Nup160 158,23
Radial spoke head protein 9 homolog 31,331
Transmembrane protein 209 58,271
14-3-3 protein zeta/delta 27,771
Serine/arginine-rich splicing factor 10 22,135
Pyruvate kinase PKM 57,844
Nucleolar protein 14 89,996
ATP-dependent RNA helicase DDX25 54,876
Nucleoporin NUP188 homolog 196,69
Cilia- and flagella-associated protein 52 68,239
DNA-directed RNA polymerase;DNA-directed RN, 213,48
Nuclease EXOG, mitochondrial 43,61

Dnal homolog subfamily B member 13 36,154
Protein Cylc2 46,653
Disintegrin and metalloproteinase domain-conta 82,17

Nucleoporin-like protein 2 17,747
Ataxin-2-like protein 105,44

U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein IM 33,656

Btafl
Ddx17
Topl
Hspall;Hsc70t
Sf3b6
Actl7a
Myl6
Cirhla
Adam4
Baz2a
Gm2483
Ubap2l;lig-2a
Col6a3
Eif3a
Gripl
Adam6a
Mbd2
Col6al
Tgm2
Nup43
Bud31
Cct2
Pacrg
NtSe
Acrbp
Gm4763
Kif3c;Kif3b
Eif4a2;Eif4al
Ptbp2
Vep
Nocal
Wdr74
Fam209
Efhcl
Psmb1
Slc25a5
Psmb5
Gnl3
Nmd3
Utp20
Nt5clb
Mcm7
Erlinl
Top2a
Mrpl12
Atp2a2
Zfp800;Znf800
Ak8
Nup155
Aifm1;Pdcd8
Trim41
Tex14
Ndcl
Dnajc9
Ddx56
Slc25a31
Fnl
Aaas
0df3
Polr2b
Ruvbl2
Pcbp3
Wdr46
Psmag8
Snrpa
Armc12
Mrps23
Adam2
Ubtf
Dcaf7
Mybbpla
Ldha
Col15a1
Nup88
Dhx8
Cct5
Spata31ldid
Ddx18
Pwp2
Gsg2
Mrpl46
Ccdc136
Nup160
Rsph9
Tmem209
Ywhaz
Srsf10
Pkm
Nop14
Ddx25
Nup188
Cfap52
Polr2a
Exog
Dnajb13
Cylc2
Adamla
Nupl2
Atxn2|
Imp4
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66,7
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WT-Pos only
90,6
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WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
41,2
WT-Pos only
WT-Pos only
8,38
WT-Pos only
49,8
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
152,7
52,0
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WT-Pos only
WT-Pos only
184,5
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109,7
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65,0
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10,7
WT-Pos only
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73,1
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WT-Pos only
6,2
WT-Pos only
5,7
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WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only
WT-Pos only

KO-Pos only
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KO-Pos only
3459
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
17,6
KO-Pos only
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KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
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KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
6,7
99,5
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
79,1
20,7
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
84
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
39,7
214
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
95
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only

E9QAE3;A0ZVB6;Q52KF 12,3
Q3U741;Q501J6;Q3TUZ9,7

Q04750 11,6
B2CSK2;A1L347;P16627 14,2
P59708 32

Q9qys4 14,5
Q642K0;Q60605;Q3TIG 39,1
Q3UJY3;Q8R2N2 10,9

Q8CGQ2;Q6IMH8 8
F8VPMO;E9Q374;Q91Y15,9
AOAOG2JGA3 45
Q8BJ53;0812D4;A0A0F 13,5
13QQ16;A0A087WS16;1 16
Q3UEK3;Q3TKF9;Q3UN 19,1
Q6X4T6;Q6WE29;D320 11,7
Q8CGQ1;B2RSY5;Q32N 7,2

Q9z2E1 12,1
Q04857,Q99LW4 4.8
P21981 11,5
Q7TT04;Q3UIY4;P5923 6,4
EOCX20;Q6PGH1 14,6

Q542X7;P80314;Q94JD¢ 19,3
Q3UXK4;Q0VBIL;,Q9DA 11,2
QBC8GY;QOVEED;Q615(10,8
Q3v140 9,3

Q8CFI5 16,8
Q3UZU0;Q8BNH4;Q3U16,3

Q8BTU6;Q3TLL6;Q4FZL 10,2
ADA0G2JGW0;Q91731;.15,7
Q01853;08BNF8 19,2
Q3UKH4;Q3T9T2;Q8BH4,3

Q8VCG3;Q8R3V4;Q3UL 13,8

Q9DIT2;A2APAS 27,1
B2CKC6;Q9D9T8 15,1
Q6R164;009061 17,9
Q545A2;P51881 14,4
055234 223
Q3TK27;Q8CI11 21,2
Q99L48 6,8

ESQK83;Q5XG71 9,7

D6REF4;Q6P906;Q91YE 17,1
Q3UDI8;Q3U4T8;Q3V1i5,8
AOAOR4J1G5;Q91X78 11,2
Q01320;08CCES 88
Q9DB15 17,9
J3KMMS5;Q5DTI2;0551:12,9
B7ZMR9;QOVEE6;D3YV 11,6
Q32m07 15,4
Q3UL43;Q80x48;062Q: 6
B1AU25;Q970X1;Q2QKI5,1
Q5NCC3;Q5NCC4;Q5N( 7,8
Q7M6U3 11,4
13QPB5;Q8VCB1 12,8
Q91WN1;Q88RQ6 16,6
Q8BK66;Q55VX3;Q9D016,4
B2RTC8;Q3V132 17,2
Q3UHR1;B7ZNJ1;,Q3UH 9,8
Q3TEPO;P58742;Q8R3F 9,3
E9QNR9;Q920N1 229
Q8CFI7 12,1
Q3UXP2;Q3TXT7,Q9W117,3
E£9Q7D8;Q8CFQ6;P577:12,8
QBROT3;A0A068BIU7;C 10
QICWHS;B7ZMS3;B7217,6
D3Z056;062189;Q9CXX 17

COIQAS;Q80X86 68
F7ARZ1;Q3T114;Q99L24 44,2
Q3TTP6;Q60718 78

A2AWT6;Q9DBH1;A2A'3,4
Q807U1;Q3U3H9;P619(8,2
Q3U2W2;Q7TPV4;A0IL 5,3
Q3UDU4;Q564E2;Q3TI¢5,8
A2A1Y2;035206;A2A115,3
Q8CADY;Q8BQF0;Q5Q1 15,6
A2A4N9;Q3UQQ4;Q5D 7,8
P80316;E0CZAL 10,9
E9Q5W2;08C5W2 96
B2RUMS;Q8K363 7
A1A596;Q8R538;,Q2M14,9
Q2KHL1;A0AOR4I0P2;Q4,8

Q9D9V9;Q9EQI8 14,7
FBVCV9;E9QP94;Q3TVA9,7
Q9ozows 8,1

Q9D9V4;Q3TMP7 15,9
F8WGT2;Q8BRG8;D3YZ 17

P63101;Q3UA58 18
Q3TFPO;Q3UDH7;Q3U£ 18,7
P52480 10,9
Q3TSX5;Q8R3N1;Q9CS)4,3
Q9Qyi1s 4,1
Q6ZQH8 8
Q14771;Q5F201 52
ADAOR4J0V5;008847;P(8
E9PZS5;Q8C163 10,2
Q80Y75 79

B1AWNS;Q9D595 83
Q3V0Y9;Q3VOH1;Q3V0 3,5
AOAOR4J1K6;E9QL43;Q:13,7
Q3TGG2;A0A0U1RPLO;(5,8
Q8VHZ7 12,7

151630
137260
131940
148690
115360
197580
155840
103080
149070
122230
148030
127380
130540
101940
168470
105250
117920
124620
115250
94052
126220
128730
160720
120150
119940
144580
156310
64132
95372
69772
108440
104580
129980
134620
123860
124390
115610
97252
107400
83643
75023
132270
124550
96079
124160
89935
81551
112610
72159
108550
87129
98610
62617
81449
106610
84577
80093
66135
133250
59716
96287
86215
58218
88404
68483
94513
91054
80166
79455
70979
78991
78080
79635
44450
52880
80768
74805
65196
69980
72134
93846
74148
41653
84267
62293
39900
61437
43296
61538
77507
53058
87824
51621
82403
113660
48842
64135
57749
63325
88251

147

130310
143370
145300
130210
158730
75928
116590
169320
119190
141150
112740
140360
119810
141650
72993
134710
121380
111860
122310
141960
108810
106230
74156
112250
113220
84790
78790
167950
127420
154060
113120
116920
88315
82965
92039
91153
92571
110770
99956
116510
120130
61529
68539
94959
65885
97687
105390
82990
112450
74521
93917
83503
115790
94140
67814
91489
105410
106760
38308
111450
73981
83032
110580
76132
94352
67969
69095
79635
76899
85167
73032
72718
69138
103280
93960
66744
70656
78945
73612
71185
48906
68448
100800
58120
78216
106010
77960
99217
72882
56661
78690
41989
77985
46987
15236
89009
64181
68643
62082
36456



Kinesin-like protein KIF27 158,95

Zinc finger protein 638 214,46
Dnal homolog subfamily A member 1 44,868
Nuclear pore complex protein Nup133 128,6

F-actin-capping protein subunit alpha-3 34,952
Ribosome biogenesis protein BOP1 83,124
Tyrosine-protein kinase BAZ1B 170,65

EF-hand domain-containing family member C2 87,645
Apoptotic chromatin condensation inducer in th¢ 143,54
ATP-dependent RNA helicase DHX36 113,84
Proteasome subunit alpha type;Proteasome subi 29,466
Putative uncharacterized protein 98,907
Nuclear pore complex protein Nup98-Nup96;Nuc197,24
Leucine-rich repeat-containing protein 23 39,292
Pumilio domain-containing protein KIAA0O020 72,93

Nuclear pore membrane glycoprotein 210-like  208,7

Nuclear pore complex protein Nup214 153,07
Borealin 32,214
Phosphate carrier protein, mitochondrial 39,613
Nucleolar complex protein 2 homolog 68,267
SUN domain-containing protein 2 81,604
SUN domain-containing protein 1 84,67

Dynein heavy chain 8, axonemal 541,23
28S ribosomal protein S31, mitochondrial 43,88

RIB43A-like with coiled-coils protein 2 45,243
Zona pellucida-binding protein 1 39,137
Nuclear cap-binding protein subunit 2 18,017
Hyaluronidase 57,714
Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma :192,82
Pr subunit beta type;Pr subu 22,965
Vinexin 76,711
Nuclear pore complex protein Nup107 106,56
Metastasis-associated protein MTA1 71,082
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX27 85,938
Caprin-1 37,582
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glyci 66,301
Myosin-11 223,35
Cullin-3 81,11

Superkiller viralicidic activity 2-like 2 112,62
Charged multivesicular body protein 4b 24,936
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX4 79,282
DNA damage-binding protein 1 126,85
WD repeat-containing protein 3 105,77
Proliferating cell nuclear antigen 28,845
Zinc finger protein 593 15,147

Agrin;Agrin N-terminal 110 kDa subunit;Agrin C-t 204,95
Putative methyltransferase C90rf114 homolog 42,957
Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 4; 216,37
H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4 57,387
Nucleolar protein 11 80,817
Proteasome subunit beta type-4 29,116
Clusterin;Clusterin;Clusterin beta chain;Clusterin 43,109
Calcium homeostasis endoplasmic reticulum pro 106,41

Nuclear pore complex protein Nup85 74,775
Ran GTPase-activating protein 1 63,516
Plectin 499,1

Unconventional myosin-Id 116,08
Protein Dnajc21 61,734
Transcriptional repressor p66 alpha 67,461
Zinc finger RNA-binding protein 114,45
Ataxin-2 136,46
Acrosin;Acrosin;Acrosin light chain;Acrosin heavy 29,52

39S ribosomal protein L1, mitochondrial 37,596
Actin-like protein 9 45,771
Dynein heavy chain 17, axonemal 509,03
Glypican-4;Secreted glypican-4;Glypican-6;Secret 62,586
Heat shock 70 kDa protein 4L 63,555
Alpha-N-acetylgalactosaminidase 47,25

U4/U6 small nuclear ribonucleoprotein Prp4 58,353
Tricarboxylate transport protein, mitochondrial 33,931

E3 SUMO-protein ligase RanBP2 341,12
Polypyrimidine tract-binding protein 1 52,63

Serine/threonine-protein phosphatase;Serine/th 31,367
39S ribosomal protein L2, mitochondrial 33,099
28S ribosomal protein $26, mitochondrial 23,443

Myosin regulatory light chain 12B;Myosin regulai 19,895
Proline-, glutamic acid- and leucine-rich protein 1118,07
Spermatogenesis-associated protein 19, mitocho 18,057

Nitric oxide synthase-interacting protein 33,209
39S ribosomal protein L19, mitochondrial 33,864
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX41 69,765
39S ribosomal protein L4, mitochondrial 33,073
Protein SDA1 homolog 79,458
Cilia- and flagella-associated protein 57 144,93

Predicted gene, OTTMUSG00000017677 (Protein 77,008
Probable global transcription activator SNF2L2;T1 57,972
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 1 108,98

28S ribosomal protein S2, mitochondrial 32,34
Uncharacterized protein C110rf98 homolog 14,098
Coiled-coil domain-containing protein 63 66,518
Nuclear fragile X mental retardation-interacting 75,656
Interleukin enhancer-binding factor 3 76,347
Kinesin-associated protein 3 91,29
d ine d. i domain- ining protei 60,276
Spermatogenesis-associated protein 20 88,471
Probable ATP-dependent RNA helicase YTHDC2 161,09
Putative helicase Mov10I1 132,79
39S ribosomal protein L44, mitochondrial 33,053
MKIAA1517 protein (Fragment) 104,96

Kinesin-like protein KIF23;Kinesin-like protein 108,77

Kif27
Zfml;Znf638
Dnajal
Nup133
Capza3

Bopl

Bazlb

Efhc2

Acinl

Dhx36

Psmal

Brdl

Nup98

Lrrc23
Kiaa0020;D19Bwg135
Nup210I
Nup214
Cdca8

Slc25a3

Noc2|
Sun2;mKIAA0668
Sunl

Dnah8
Mrps31

Ribc2

Zpbp

Ncbp2

Hyal5

Eif4g3
Psmb3;Gm4950
Sorbs3
Nup107

Mtal

Ddx27
Caprinl

Rpn2

Myh11
Cul3;mKIAA0617
Skiv212;mKIAA0052
Chmp4b
Ddx4

Ddb1

wdr3

Pcna
Znf593;Zfp593
Agrn
D2Wsu8le
Chd4;Chd5
Dkel

Nol11

Psmb4

Clu

Cherp

Nup85
Rangapl

Plec

Myold
Dnajc21
Gatad2a

zfr

Atxn2

Acr

Mrpll

Actl9

Dnah17
Gpc4;Gpcé
Hspadl

Naga

Prpf4

Slc25a1
Ranbp2

Ptbp1

Ppplcc

Mrpl2
Mrps26
Myl12a;Myl12b;Myl9
Pelpl

Spatal9
Nosip

Mrpl19
Ddx41

Mrpld

Sdadl

Cfap57
OTTMUSG000000176°
Smarca2;Smarcad
Eif3b

Mrps2
1810009A15Rik;Ints5
Ccdc63
Nufip2

1If3

Kifap3

Adadl
Spata20
Ythdc2
Mov10/1
Mrpldd
Dhx37

Kif23
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12,9
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
KO-Pos only
15,0
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Q7Mez4 76
AOAON4SV80;E9QMLS;18
QS5NTY0;Q3TK61;P6303 6

Q8CDZ5;Q8R0GY 11,9
P70190 12
Q3TIJ5;Q3TJZ5;P97452; 10
Q92277 4,3
Q059K2;Q9D485 8,7
F6RJ39;Q9J1X8;Q80TU6 5
B2RQS6;Q8VHK9 7,6

Q8BTUS;Q3TS44;Q9R1120,6
Q3UE68;E9Q412;Q57112
Q6PFDY;B7ZN81;B2RQL9,3
035125 13,2
AOAON4SUH4;Q8BKS9;(9,7
AOAOG2JFZ8;Q9D2F7 5,1
Q8CHS9;Q80U93 4,7
Q8BHX3;E9Q2C7 131
Q3THUS;G5E902;Q8VE 6,2
Q8BHX6;Q3U2I6;13QK5 11,1
Q8BJS4;,04QQM3;Q6A(5,6
D3Z0V9;Q9D666;F6RM. 7,1
Q91XQ0 7,9
Q61733 6
G3X8W0;Q9D4Q1 6,1
B72P49;Q5NC84;Q62525,4
Q9CQ49;D323D2 15,4
QICUAS;Q812F3 11
AOAON4SVLO;Z4YKC4;A 4,2
Q545G0;Q9R1P1;Q8VH 14,6
Q8KOM3;Q9R128 4,1
Q3TT06;E9Q4V9;Q569) 5
M1VB37,M1VHG3;F8W8,9
Q921N6 6,2
Q3UFZ6;060865 10,1
Q61833;A2ACG7;Q3U5 8,6
E9QPE7;Q8R384,Q692%8,2
E9Q4T8;Q62084;Q9)LV 7,1
Q8BTX6;Q9CZU3;Q91Y 11,6

Q9D8e3 11,2
Q3V086;061496 4,9
Q3U1J4;Q3ULS8;Q91YC4,7
Q8BHB4 55
Q917H2;Q542/9;Q9CZC 16,5
Q9DB42;Q3U0F2 239
74YK85;MOQWP1;A2AS5,7
Q3UHX9;Q66L45 65

ESQAS4;E9QASS;Q5DTI2,4
Q499D4;Q3TM67;Q3TI 4,3

Q8BIWS 41
P99026 21,6
Q9JK98;Q549A5;Q0689 7,5
GSE8I8;Q8CGZ0 2,7
Q8RA480 82

Q91Y52;Q8C2E3;Q7TM 4,1
E9Q3W4;Q65390;0653 6,7
Q5SYDO;B2RWZ2;Q8K0 6,6
£9Q8D0;Q3USP3;F6QYI5,3
E9QMNS;Q8CHY6 3,8
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Importin-5 123,59
MCG6859, isoform CRA_b (TSC22 domain family 24,506

Kelch-like protein 10 30,876
Poly [ADP-ribose] polymerase 1 107,91
Tudor domain-containing protein 7 125,84
Kinesin-like protein;Kinesin-like protein KIF3A 79,444
Laminin subunit gamma-1 177,19
395 ril protein L53, mif ial 12,737
Inactive serine protease 45 35,723
Nucleolar RNA helicase 2 75,855
Fibrous sheath-interacting protein 2 784,85
Nuclear mitotic apparatus protein 1 235,66
YLP motif-containing protein 1 241,05
CCAAT/enhancer-binding protein zeta 120,37
Glycerol-3-phosphate acyltransferase 2, mitocho 89,149
Kielin/chordin-like protein 166,63
39S ribosomal protein L22, mitochondrial 23,805
Heat shock 70 kDa protein 1A;Heat shock 70 kDa 70,078
Nucleolar complex protein 3 homolog 93,21

Lamin-B receptor 71,439
Nucleoprotein TPR 266,92
E3 ubiquitin-protein ligase HERC2 517,32
Centromere protein C 102,15
Clathrin heavy chain;Clathrin heavy chain 1 191,98
Cell division cycle and apoptosis regulator protei 132,06
Moesin;Radixin;Ezrin 39,601
Myosin-10 212,48
Ropporin-1-like protein 24,515
Pre-mRNA-processing factor 6 106,72
Rac GTPase-activating protein 1 70,158
MCG1697, isoform CRA_a (Protein Saxo1) 54,783
SWI/SNF complex subunit SMARCC1;SWI/SNF co 122,78
CCR4-NOT transcription complex subunit 1 260,95
Sideroflexin-3 30,951

Beta/gamma crystallin domain-containing protei 114,26
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 54,191
Heat shock 70 kDa protein 4 94,08
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 166,612
Axonemal dynein light intermediate polypeptide 29,68
Putative ATP-dependent RNA helicase TDRD9 155,98
Bifunctional ATP-dependent dihydroxyacetone k 59,69

Collagen alpha-2(IV) chain;Canstatin 167,32
60S ribosomal protein L7-like 1 28,543
Spermatogenesis-associated protein 5;Katanin p(91,287
Enkurin 29,527
CD109 antigen 161,66
ATP-dependent RNA helicase DDX3Y;Putative AT|73,384
Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1 274,22
Proteasome subunit beta type;Proteasome subu 22,866
Nucleolar protein 10 54,007
Myosin-9 226,37

MCG147815 (Protein H2bfm) (Uncharacterized p 26,094
RNA polymerase-associated protein CTR9 homol 107,68

Collagen alpha-4(VI) chain 250,8

Leucine-rich repeat-containing protein 34 46,246
Protein FAM208B 264,28
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 228,61

Pre-rRNA-processing protein TSR1 homolog 92,104
Bromodomain adjacent to zinc finger domain prc178,17

Probable helicase with zinc finger domain 182,04
Coiled-coil domain-containing protein 40 136,77
Unconventional myosin-lb 125,03
Probable helicase senataxin 297,59
Tight junction protein ZO-1 127,25
Laminin subunit beta-2 196,58
Unconventional myosin-Vb 210,54
Serine/threonine-protein kinase 31 112,35
Granulins;Acrogranin;Granulin-1;Granulin-2;Grai 63,458
Cytoskeleton-associated protein 5 189,49
Hydrocephalus-inducing protein 581,52
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Cltc;mKIAA0034
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Cnotl

Sfxn3
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Hspad

Eif3l
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Col4a2
Rpl7I1
Spata5;Katnal2
Enkur
Cd109
Ddx3y;D1Pas1;Ddx3x
Sptbnl
Psmb2
Nol10

Myh9
H2bfm

Ctr9

Col6ad
Lrrc34
Fam208b
Dynclhl
Tsrl

Bazla

Helz

Ccdc40
Myolb

Setx

Tipl

Lamb2
MyoSb
Stk31

Grn

Ckap5
Hydin
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Q8BKC5;Q9CYG6;Q7TN 5,5
D326V5;Q3U1U6;Q3TC: 16,7
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Q3U868;0921K2;Q3TX:5,9
AOAOAOMQD1;Q8K1H13,8
Q3TET1;Q3U147;81AQ23,2
F8VQJ3;Q3UNGO;P024€3,6

Q9D1H8 19,5
Qskal7 85
Q8K2L4;Q9CWZ5;Q6PC 6,4
A2ARZ3 29
Q80Y35;E9Q7G0 31

D3YWX2;Q8C8U8;E9QE 2,2
AOAOR4J046;P53569 3

Q14DK4 39
Q3U492;E9QNB3 2
Q8BU88 12,1
Q3TU85;Q3TAI8;Q61626,2
Qaviga 29

Q3U9GY;A0ADAEYY12 5,4
Q7M739;F62DS4;Q3V1(5,1
C6EQH2;Q4U2R1 35
P49452;Q9CRZ7;Q3UPF 2,3
Q5SXR6;Q80U89;Q68F( 5,2
Q8cH18 2,7
Q8C2N4;Q7TSG6;Q05C 5,7
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AOAOR4JIE7;Q9EQO0 12,4

Q91YR7 4,7
QIWVM1 51
B1AXP3 9
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Q3U4F0;Q91V61 10
Q80W49 6

P54823 4,3
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Q8Qzy1l 4,1

QOIIN3;Q8BVNS;Q147V9,3
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Q4KL11;Q65P97 10,6
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Q62261;088Q35;Q5DT 1

Q8BIX0;Q9R1P3 12,4
Q3TPG4;Q3UFZ4;Q3TU 6,6
Q8vDD5 1,8
QIDABS 85
QO5CJ7;Q05DK2;Q62013,6
A2AX52 26
AOAUNS;Q14B04;Q9DA5,3
QsDTT3 29
Q80U36;Q9JHU4 23
Q5SWD9 52

G3UWZ0;088379 14
A2AAU3;AOAOR4I0Y3;C 1,8
Q8BI79 23
E9QNH6;E9Q580;Q7TQ 2,1
A2AKX3 2

AOAOU1RPW2;B9EHI3;12,8
Q61292 14
GSE8GE;G3X9Y9;P2127 1,5
E9Q260;Q99MW L;E9P\2,7
Q544Y8;Q3UC19;Q3TX(4,4
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Abstract

The process of sperm maturation, spermiogenesis, is unique in many ways and involves major
reorganizations of the different cellular compartments. During the elongated and condensed
spermatid stages, this process includes a drastic compaction of the paternal genome that will
be transmitted to the future offspring. During this process almost all histones are removed
and replaced by specific proteins, the protamines, which associate with the paternal genome
and compact it in the mature spermatozoa. This reorganization process is essential to avoid
DNA damage before and during fertilization and to ensure that a specific paternal epigenome
is correctly transmitted to the offspring. The mechanisms of chromatin reorganization first
involve a wave of histone hyperacetylation, which then induces their removal. The
incorporation of H2A.L.2, a testis-specific histone H2A variant, allows the nucleosome to adopt
a more open structure and allows the invasion of the nucleosome by transition proteins that
control in turn the recruitment of protamines and their incorporation into the paternal
genome. Protamine-2 is synthesized as an immature precursor that requires multiple
cleavages to be properly assembled on DNA. However, the functional role of protamine-2
maturation in normal spermatogenesis and its implication in infertility have not been
explored. My thesis work aims to characterize this maturation process using a specific
antibody against Pre-Prm2. We demonstrated that there was an accumulation of Pre-Prm2 in
several mouse models, with defects in the histone-to-protamine transition process and that
the maturation process was therefore related to histone removal. We were also able to
demonstrate that the transition proteins and the protamines act simultaneously and that the
two proteins interact with each other. Furthermore, the use of the antibody specific to human
Pre-PRM2 shows that there is retention of Pre-PRM2 in some infertile patients and that this
retention correlates with defects in DNA compaction, acrosome formation and sperm motility.
Finally, from a certain threshold of aberrant accumulation of Pre-PRM2, the fertilization rate
is decreased. In conclusion, this study has shown that poor maturation of PRM2 has
consequences on the male genome organization, and that this tool could provide essential
information in the human clinic in the future.

Chromatin reorganization, Spermatogenesis, Protamine-2, Maturation, Infertility



