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« Tout est changement, tout évolue, tout est en devenir,
non pour ne plus étre, mais pour devenir ce qui n‘est pas
encore »

Epictete (50-125 apres J.C.)
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La coopération agricole, les fortes valeurs qui régissent le monde coopératif, I'insémination...,
autant de notions lointaines, voire totalement inconnues pour moi il y a 20 ans, lorsque jai
décidé de rejoindre I’'UNCEIA (ALLICE aujourd’hui). Je ne me doutais absolument pas que le
monde de I'insémination animale pouvait receler une multitude de problématiques concretes
qui appelaient a développer des programmes de recherche ambitieux a court, moyen et long
termes. Aujourd’hui, 20 ans apres, je reste tres motivé par ce monde, au service des adhérents

et des éleveurs et faisant miennes les valeurs de la coopération agricole.

Mon intérét pour les différentes problématiques rencontrées, comme I'amélioration de la
production de semence, la semence sexée ou la prédiction de la fertilité male et ma curiosité
scientifique m’ont incité a vouloir participer activement a la création ou I'orientation des
programmes de recherche mis en place. C'est ainsi que j’ai souhaité progressivement acquérir
de nouvelles connaissances et compétences, via I'obtention d’un dipléme d’ingénieur de
recherche au Conservatoire National des Arts et Métiers, puis ce doctorat commencé il y a

trois ans.

Cette aventure a commencé il y a 20 ans par l'acquisition de connaissances sur la structure et
la fonctionnalité des différents compartiments du spermatozoide bovin. Tous ces travaux
avaient pour but d’identifier des défauts de « qualité de semence » menant a une réduction
du pouvoir fécondant de I'éjaculat et in fine a une réduction globale de la fertilité du taureau.
Plusieurs phénotypes d’intérét ont été mis en évidence, dont la combinaison permettait
d’élaborer des équations prédisant environ 40% de la variation de la fertilité male. Ces
résultats intéressants, confirmés depuis par plusieurs équipes, se sont toutefois avérés
insuffisants pour une prédiction de routine suffisamment fiable et nous laissaient a penser
que nous avions atteint un « plafond de verre » avec ce type de phénotypes. De ce constat et
d’une rencontre avec I'équipe d’Héléne Jammes (INRAE — BREED — MECP?) est né en 2014 un
Laboratoire Commun (Labcom ANR SeQuaMol), focalisé sur I'épigénome du spermatozoide
bovin. L'objectif était d’explorer de nouveaux phénotypes afin d’améliorer notre prédicteur

de fertilité. C'est dans ce cadre que la these a été effectuée.

Au long du manuscrit, vous trouverez les éléments de contexte qui ont poussé les acteurs de
I'insémination a développer des programmes de recherche autour de la fertilité male, ainsi
gue I'ensemble des travaux de recherche menés en collaboration étroite avec INRAE au cours

de cette thése.
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Introduction : contexte socio-

economique et scientifique
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Chapitre | : Le contexte de I'lA en France

« IA », acronyme d’Insémination Animale, cache une histoire passionnante, faite de savoirs
empiriques, de valorisations biotechnologiques, de relations humaines et de rapports entre
I'hnomme et I'animal (quelques dates clefs sont illustrées dans la figure 1). Cette histoire
débute par la domestication animale au cours du néolithique, il y a environ 13 000 ans, qui en
fournissant nourriture, force de travail, vétements et protections a provoqué des
changements comportementaux et sociaux drastiques, 'Homme nomade devenant peu a peu

sédentaire.

C’était la naissance de I'élevage !

Caronologie

ates clés de l'insémination animale

2008

1970 - 1980

2003

Codatizn Fhpre-Gins

APIS-GENE

&

Figure 1 : Dates clés de I'insémination animale. ©Allice

Une certaine variabilité des aptitudes existant au sein des populations domestiquées,
'Homme a cherché trés tot a exploiter cette diversité pour conserver et reproduire les
animaux les plus adaptés a ses besoins (lait, de viande, force de travail..), faconnant

progressivement des rameaux ancestraux.

C’était la naissance de la sélection animale « phénotypique » !
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Au sortir de la Seconde Guerre mondiale, face a la pénurie de denrées alimentaires, la
puissance publique engage une action volontariste en faveur de l'augmentation de la
productivité des productions animales et végétales pour assurer la sécurité alimentaire du
pays. Face a un cheptel bovin décimé (de 8 700 000 tétes avant-guerre a 6 800 000 fin 1945)
et de piétre productivité (les vaches laitieres francaises produisaient 1 500 kg de lait par an
qguand celles d’outre-Atlantique affichaient prés de 4 000 kg), la science et les progres
techniques ont été érigés en nécessité nationale. C'est dans ce contexte que I'lA, qui consiste
a déposer le sperme au moyen d’un instrument dans le tractus génital femelle afin d’assurer

la reproduction, a connu d’importantes améliorations.

Figure 2 : Lazzaro Spallanzani.

Les premiéres réussites d’insémination animale documentées
remontent au 18¢ siecle, dans les années 1780, avec les travaux
du moine savant Lazzaro Spallanzanit (Figure 2), qui a réussi a
féconder une chienne apres avoir récolté la semence de son

chien. Mais il faudra néanmoins attendre le 20¢ siecle pour voir

la pratique de I'lA se rationaliser par de nombreuses innovations
techniques et technologiques, comme l'invention du vagin artificiel pour la collecte du
sperme, les milieux de conservation de la semence et aprées-guerre, la paillette « Cassou » en
1949 (Figure 3) puis les techniques de congélation permettant son développement a grande

échelle. Ce fut un succés ! Le nombre d’IA est passé de 5000 en 1946 a 2 500 000 en 1956.

C’était le début d’une utilisation massive de I'lA comme mode de reproduction des bovins puis

des petits ruminants !

Figure 3 : Doses d’inséminations animale.
De la dose en fiole, utilisée pour de la semence fraiche a la paillette Cassou utilisée aujourd’hui pour de la
semence congelée.
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Au-dela du changement radical de pratique dans les élevages et des avantages sur le plan
sanitaire, I'insémination permettait d’augmenter le nombre de descendants d’un méme
taureau et d’assurer une meilleure tracabilité des généalogies. Elle a ainsi contribué au
développement de la sélection génétique au début des années 60, appuyée sur la science
naissante de la génétique quantitative : l'intuition des sélectionneurs et la sélection
phénotypique a laissé place a une évaluation scientifique basée sur les performances des
descendants, appelée testage sur descendance. L’innovation technologique a ainsi permis

d’améliorer considérablement les caractéristiques des animaux.

C’était le début d’une utilisation massive de I'lA comme mode de diffusion du progres

génétique !

La combinaison de I'lA et de la sélection génétique a en quelque sorte, pour reprendre un
terme a la mode, « uberisé » I'activité de création génétique et de vente de reproducteurs
jusque-la contrblée par une certaine « aristocratie » de commercants en bestiaux et autres
sélectionneurs qui tenaient avec fermeté le marché des taureaux reproducteurs. En effet,
I'innovation de rupture a conduit a un changement de paradigme ou des collectifs d’éleveurs,
organisés en coopératives, ont décidé de mieux maitriser I'évolution de leur troupeau via la
génétique des taureaux d’lA. Dés 1946, la premiére coopérative d’insémination animale (CIA)
est créée en Eure-et-Loir. Elle regroupe des services et des outils coopératifs gérés par des
éleveurs et pour des éleveurs. Le mode coopératif, basé sur des valeurs fortes d’honnéteté,
de transparence, de responsabilité sociétale, de solidarité, et d’adhésion a permis aux
éleveurs francais de ruminants de garder la maitrise des orientations de sélection et la
propriété de la génétique (contrairement au monde végétal ou aux filieres de monogastrique

par exemple).

L'IA, comme toute innovation de rupture, a fait face a une certaine opposition, liée au frein
majeur du changement de mentalité. L'union faisant la force, les acteurs de I'insémination se
sont regroupés pour créer le 7 mars 1947 I'Union Nationale des Coopératives Agricoles
d’Elevage et d’Insémination Animale (UNCEIA ; figure 4). Cette coopérative, qui deviendra
ALLICE pres de 70 ans plus tard, a eu pour mission dés sa création de fédérer et de défendre
les intéréts collectifs du monde de I'insémination animale en France et a I'international, via
par exemple un partenariat avec INRAE pour apporter des arguments scientifiques permettant

de contrer efficacement les idées recgues.
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Figure 4 : Premiére page du compte-rendu de I’Assemblée Générale Constitutive de I"'UNCEIA.
©Allice




ALLICE fédere plus de 95% des acteurs francais de I'lA, réalisant plus de 7 millions d’IA en
bovin, 818 000 en ovin et 74 000 en caprin. ALLICE, est une union de coopérative assez
atypique (figure 5). Car en plus des missions de représentation, de lobbying et de formation,
la fédération accompagne également I'innovation, avec dés 1952 un service technique chargé
de l'optimisation des méthodes puis en 1959, le Centre Technique de Contrble de la
Descendance, a l'origine plus tard du service génétique du tout nouvel Institut technique de
I’élevage bovin. Les thématiques de recherche abordées tournent autour du développement
et de I'amélioration de la sélection génomique, de I'apport de connaissances en reproduction
avec un intérét plus particulier pour le développement de I’embryon, la fertilité des femelles
et des males. Fortes de ces valeurs coopératives, les équipes de R&D d’ALLICE ont toujours
privilégié le partage et le travail en commun. C’est pourquoi depuis le début un partenariat
fort s’est noué avec I'INRA, l'institut national de recherche agronomique (devenu INRAE
depuis 2020), qui perdure aujourd’hui avec la création du laboratoire commun SeQuaMol

dans le cadre duquel s’est déroulée ma thése.
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Figure 5 : Allice, une fédération atypique.
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1) Importance de la maitrise de la fonction sexuelle du taureau

La diffusion du progrés génétique s’appuie principalement sur la « voie male », via
I'insémination. D’ou I'importance non seulement de garantir le meilleur niveau génétique via
une sélection rigoureuse, mais également d’assurer une production optimale de la semence
et de garantir une bonne fertilité du taureau ou de ses éjaculats. Ces deux derniers points
nécessitent une bonne connaissance de I'appareil reproducteur, de la spermatogenése et de
la physiologie du spermatozoide, afin d’élaborer des conditions optimales d’élevage des
animaux ainsi que des protocoles optimisés de collecte et de conditionnement de la semence,
tout en ayant identifié les parametres pertinents permettant de juger de la qualité de la

production.

Le spermatozoide est le résultat d’'un long processus de différenciation aboutissant a une
cellule hautement spécialisée, compartimentée et tres particuliere au regard des autres types
cellulaires de I'organisme. Et pour cause, c’est la seule cellule qui a pour destinée de vivre hors
de son organisme. Cellule haploide, elle concourt par I'apport de son patrimoine génétique a
travers la fécondation d’un ovocyte a la génération d’un nouvel individu. C’est le trait d’union
entre les générations. Mais avant de parler de son role, reprenons son histoire : le long

parcours de la différenciation gamétique.

1.1) La success-story du spermatozoide : de sa conception a la fécondation

1.1.1) La spermatogeneése
Le spermatozoide est formé dans le testicule, via un processus appelé « spermatogenése ».
Ce processus biologique est défini comme I'ensemble des étapes (divisions et différenciations
de cellules souches et intermédiaires) permettant la formation d’un spermatozoide mature.
En réalité, ce processus ne permet pas d’aboutir a une cellule fonctionnelle, car d'importantes
modifications structurelles auront lieu en dehors du testicule permettant au spermatozoide
d’étre pleinement apte a assurer la fécondation et le développement d’'un embryon. Ces
étapes seront traitées par la suite (voir la maturation épididymaire). La spermatogenése ne
débute pas lors de la puberté, mais prend place bien avant la naissance par la mise en place

structurelle et fonctionnelle du testicule (premiére étape de la différenciation sexuelle).
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a) Durant la vie foetale

Les premiéres ébauches des organes sexuels prennent place avec la formation des crétes
génitales, structurées par la prolifération des cellules épithéliales du mésonéphros?.
L'expression de genes clefs, tels que GATA4, SF1 ou LHX9, est primordiale a leur mise en place
puis a la survie des cellules composant ces crétes génitales. Des travaux publiés chez la souris
dont I'un ou l'autre de ces génes a été invalidé (souris « KO »), permettent de confirmer leur
importance dans la formation des gonades®#. Pendant leur croissance, les crétes génitales
sont colonisées par les cellules germinales primordiales (PGC), qui proviennent du sac vitellin,
structure transitoire dérivée de I'endoderme primitif. Chez le bovin cette colonisation
intervient entre le 27° et 31° jour®. Les PGC vont alors exprimer d’importants facteurs
favorisant leur prolifération et la différenciation germinale®’, tels que les génes DDX4 et DAZL.
Un défaut d’expression de ces genes conduit a des perturbations d’établissement de la lignée
germinale et in fine a la stérilité, comme démontré par les travaux de Gill et al., publiés en

20118 chez la souris.

Chez le male, sous I'action de I'expression des genes SRY puis Sox9, les gonades embryonnaires
s’orientent vers une différenciation testiculaire. Plusieurs types cellulaires interagissent alors
pour former le testicule. Les cellules de Sertoli et les cellules myoides péritubulaires
s’organisent en « clusters » autour des cellules germinales afin de former les cordons
séminiferes. Les cellules de Leydig foetales, supportant la prolifération des cellules de Sertoli,
favorisent également I’expansion de ces cordons, via la production d’activin A°. A ce stade,
plusieurs hormones sont nécessaires pour la poursuite du développement de l'appareil
reproducteur male. Le testicule foetal sécrete alors via les cellules de Sertoli, 'AMH (Anti-
Millerian hormone) qui est nécessaire a la régression des canaux de Miiller. Cette hormone
se lie a un récepteur sérine/thréonine kinase (AMHR2) exprimé dans les cellules du
mésenchyme entourant les canaux de Miller, déclenchant la cascade d’évenements
conduisant a leur régression. En paralléle de '’AMH, d’autres hormones androgénes telles que
la testostérone nécessaire a la différenciation des canaux de Wolff en tractus interne (canaux
efférents, déférents et épididyme) ou la dihydrotestostérone nécessaire a la formation du

tractus externe (scrotum et pénis), sont sécrétées.
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Contrairement a I'action des différentes cellules somatiques, la lignée germinale ne participe
aucunement a la formation du testicule foetal. Néanmoins les cellules germinales ne restent
pas inactives et entament chez le bovin, une phase de prolifération importante entre le 50¢ et
le 80¢ jour de vie foetalel®. Sous I'action des cellules de Sertoli les PGC se différencient en pro-
spermatogonies. Elles présentent alors un profil épigénétique particulier (re-méthylation
progressive) qui participe au blocage de I'expression des genes de la pluripotence. Dans les
gonades fcetales de souris, les pro-spermatogonies deviennent quiescentes et restent
bloquées en mitose (phase GO/G1) jusqu’a un age périnatal’®. L’inactivation du géne
d’initiation de la méiose STRAS8, permet de conserver les pro-spermatogonies a I'état
quiescent. Différents systémes sont employés, comme la surexpression des genes FGF9 ou
NANOS2 qui répriment I'entrée en méiose!?, ou encore I'action de la DNMT3L qui induit une
reméthylation spécifique du génome, inhibant I'expression de genes initiateurs de méiose.
DNMT3L code un cofacteur de DNMT3A et DNMT3B, spécifique de la lignée germinale et
impliqué dans la reméthylation de novo de I’ADN. Cette action sur le génome conduit aussi a
une perte d’expression des genes de pluripotence (SOX2, OCT4 et NANOG) en faveur de ceux

impliqués dans la différenciation germinale de la voie male.

b) De la vie périnatale a péri-pubertaire

Chez le bovin, du 80¢ jour de vie embryonnaire jusqu’a la 4¢ semaine de vie postnatale, le
diameétre des microtubules n’excéde pas 50um?°, La lignée germinale, positionnée au centre,
reste quiescente durant toute cette période. Mais sous I'impulsion de la GnRH (Gonadotropin
Releasing Hormone) produite par I'hypothalamus, I'hypophyse sécréte deux autres
gonadotropes, la LH (Luteinizing Hormone) et la FSH (Follicule Stimulating Hormone). Ces
hormones ont un réle primordial dans le développement de la gonade : la LH stimule la
production de testostérone par les cellules de Leydig, qui contribue a la stimulation de la
spermatogenése. La FSH, par son action sur les cellules de Sertoli, agit aussi sur la
spermatogenése. Le facteur de croissance foetal, IGF1, favorise I'action de la LH en
augmentant le nombre de récepteurs membranaires LH au niveau des cellules de Leydig. Tous
ces éléments sont donc les clefs régulant la croissance du testicule, influencant le

développement des tubes séminiféres!? et donc la production de gamétes matures.
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De la 5° a la 12¢ semaine postnatale, le diametre des microtubules augmente légerement,
atteignant chez le taureau Holstein 60 a 80um?°. L’augmentation s’accentue ensuite jusqu’a
la semaine 32, ou les microtubules présentent un diamétre d’environ 208um?*3. Dés le début
de l'augmentation du diamétre des microtubules, les cellules germinales migrent d’un
positionnement central vers un positionnement basal. En paralléle, le nombre de cellules de
Sertoli augmente tout au long de ces 32 premieres semaines de vie. Leur nombre (par
testicule) a été quantifié partant de quelques millions dans les semaines juste aprés la
naissance a quelques milliards a 32 semaines de vie postnatale!3. Leur multiplication chez le
taureau s’arréte apres le 6° mois de vie postnatale. Positionnées autour de la lame basale,
polarisées et présentant d’étroites jonctions entre elles, elles forment une véritable barriere
testiculaire. Le nombre de cellules germinales et leur différenciation sont étroitement liés au
nombre de cellules de Sertolil®!4. En effet, les cellules de Sertoli assurent de nombreuses
fonctions indispensables, telles qu’'un maintien de la compartimentation du testicule, un
soutien nutritionnel nécessaire a la prolifération et a la différenciation des cellules germinales,
une participation a I'orientation de leur transfert vers la lumiéere des tubes séminiferes et un

réle de « nettoyage » par phagocytose des cellules dégénérées et des corps résiduels?>.

L'augmentation du diamétre et de la longueur des microtubules est corrélée a I'augmentation
du volume des testicules. De la 12® semaine postnatale a la 32° semaine, la circonférence
scrotale des testicules double pour atteindre en moyenne 27cm chez les taureaux Holstein'2.
Cette augmentation est elle-méme corrélée a la prise de poids du taureau (en moyenne pour

la race Holstein, de 79kg a 12 semaines et jusqu’a 275kg a 32 semaines).

Sous l'influence des signaux hormonaux et de I’action des cellules de Sertoli, la premiéere phase
de la spermatogenése, appelée spermatocytogenése, reprend (figure 6). Cette phase
correspond a la différenciation des spermatogonies en spermatocytes puis en spermatides
rondes. Longue de 44 jours chez le bovin®®, elle se décompose en deux phases : mitotique et
méiotique. La phase mitotique permet le renouvelement des spermatogonies, constituant la
réserve de cellules souches pour la vie reproductive de lindividu. Une partie des
spermatogonies entame une différenciation vers les différents types de spermatogonies (A1,
A2, A3, B1 et B2) puis finalement les spermatocytes de Type I. A ce stade les cellules sont
prétes a entamer la phase méiotique. Cette étape cruciale voit la réduction de la moitié du

patrimoine génétique : les spermatocytes de type |, cellules diploides, évoluent en
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spermatides rondes, cellules haploides. Chez le taureau, I'apparition de spermatogonies de
type A a lieu a partir de la 16° semaine postnatale. Quatre semaines supplémentaires sont
nécessaires pour I'apparition des spermatogonies de type B. Les spermatocytes de type |, aux
stades leptotene, zygoténe et pachyténe apparaissent a partir de la 24° semaine. Les
premieres spermatides en cours d’élongation ou allongées apparaissent dés 28 semaines
postnatale®3. La derniére grande phase de la spermatogenése, la spermiogenése est de 17
jours chez le bovin®. Elle se compose de nombreuses étapes conduisant a des modifications
de structures formant in fine les spermatozoides'®!’. Ce n’est qu’au bout de 32 semaines
postnatales chez le bovin, que les premiers spermatozoides apparaissent dans la lumiéere des
tubes séminiféres’3. Ces étapes, décrites dés 1952 par Leblond et Clermont*® chez le rat, sont
au nombre de 14 chez le bovin'®. Les 3 premiéres étapes voient principalement la formation
de la «granule acrosomique ». Cet élément continue de se développer pour former
I'acrosome durant les étapes suivantes. Les étapes 4 a 12 présentent les plus fortes

modifications :
- I"'acrosome poursuit son extension,

- le noyau se condense fortement d{ a un remplacement massif d’'une grande majorité
des histones par des protamines?® permettant un fort enroulement de I’ADN et la formation

de toroides (structure spécifique du spermatozoide),
- "'axoneme se développe et la cellule « s’allonge ».

Les derniéres étapes correspondent a la formation de la piece intermédiaire et du flagelle, a
la condensation terminale du noyau et a la concentration du reste du cytoplasme dans la

« gouttelette cytoplasmique » (qui sera expulsée au cours du transit dans I'épididyme).
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Figure 6 : La spermatogeneése.

La spermatogenese comporte 2 grandes phases : la spermatocytogeneése et la spermiogenése. La premiére est
une succession d'étapes partant des cellules souches, les spermatogonies, en passant par les spermatocytes et
en allant jusqu’aux spermatides rondes. Les mitoses permettent aux spermatogonies de se multiplier,
renouvelant ainsi le stock de cellules souches. La méiose engagée a partir des spermatocytes de type | permet
de passer d'une cellule diploide a une cellule haploide. La seconde phase est le siege d'un ensemble de
modifications structurelles permettant aux spermatides rondes de s'allonger pour aboutir a la forme finale du
spermatozoide. @Allice
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Toutes ces phases de différenciation cellulaire s"accompagnent d’une migration progressive
vers la lumiere des tubes séminiféres. Les spermatozoides nouvellement formés sont donc
déversés dans la lumiéere des tubes séminiféeres, puis ils migrent dans le retetestis et quittent
le testicule. Ils transitent par I'épididyme ou ils termineront leur maturation?®. Chez le bovin,
les premiers cycles de spermatogenése post pubertaires sont plus longs (environ 80 jours®® a
32 semaines postnatales) qu’en pleine maturité (61 jours®). La quantité de spermatozoides
produits est plus faible (quelques millions par ml dans les premiers mois contre 1 a 1.5 milliard
par ml a partir de 12 mois postnatal). La qualité des gamétes produits est également moins
bonne. Les spermatozoides sont peu mobiles?? (moindre progressivité) et présentent des
anomalies morphologiques de la téte, du flagelle et de 'acrosome?3. |l faut attendre entre 4
et 5 mois supplémentaires post-puberté avant d’avoir une spermatogeneése efficace et stable.
Chez les bovins, la puberté est considérée comme atteinte lorsque le male est capable de
fournir un éjaculat contenant 50 millions de spermatozoides par ml ayant une mobilité
(progressivité) supérieure ou égale a 10%. Ce seuil est variable sous l'influence de facteurs
exogenes tels que l'alimentation du veau (forte corrélation entre poids de l'individu et
survenue de la puberté), mais également en fonction des races et entre individus. Lunstra &
Echternkamp en 1982 ont illustré cette variabilité entre 6 races bovines, montrant un écart

pouvant atteindre 62 jours entre les deux races extrémes?3,

1.1.2) La maturation épididymaire
L’épididyme est un organe adossé a chaque testicule, formé d’un trés long tubule (plusieurs
dizaines de métres chez le taureau??), fortement contourné et pelotonné, qui met en
communication les canaux efférents en amont et le canal déférent en aval. Plusieurs jours sont
donc nécessaires a sa traversée (6 a 11 chez le bovin?®). Il est habituellement décrit comme
ayant 3 parties principales, la téte, le corps et la queue (figure 7), mais d’autres subdivisions
ont été proposées selon les especes. De nombreux échanges entre le spermatozoide et les
composants du fluide épididymaire ont lieu au cours du transit des gametes, participant aux

importantes modifications de structures et/ou de fonctionnalités du spermatozoide.
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Figure 7 : Représentation des différentes parties de I’épididyme © Allice
(a) la téte (caput) ; (b) Le corps (corpus) ; (c) la queue (cauda)

a) Les différents réles de I’épididyme

Différents réles sont attribués a I’épididyme. Il intervient tout d’abord dans le transport des
spermatozoides?*. Le gameéte maéle, au sortir du testicule, n’a pas encore acquis sa capacité de
mouvement. || dépend donc de mécanismes extérieurs pour se mouvoir. Des contractions de
la paroi des tubules épididymaires et I'action des cellules ciliées permettent aux
spermatozoides de transiter de la téte vers la queue de I'épididyme. Cet organe sert
également de réservoir spermatique?®. L’épididyme, et plus particulierement la région caudale
de I'organe est en mesure de conserver les spermatozoides pendant plusieurs jours. Le temps
de stockage est variable d’une espéce a l'autre. Chez ’homme ou le taureau, deux tiers des
gametes extratesticulaires peuvent étre conservés entre 2 et 5 jours dans la queue de
I’épididyme, alors que chez le verrat la totalité des spermatozoides peut étre conservée 3

semaines.

Un stockage de plusieurs jours des spermatozoides permet de mettre en place un systeme de
« contréle qualité » des gamétes®*. Les spermatozoides trop vieux ou morphologiquement
anormaux sont éliminés par I'épididyme. Ils seraient recouverts d’ubiquitine, un peptide de
8.5 KDa, les désignant comme une cible pour les protéines du protéasome?®?’. Ces
spermatozoides sont ensuite phagocytés par les cellules épithéliales épididymaires, puis

dégradés par les macrophages environnants. Sutovsky et son équipe confirment le role de
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I'ubiquitine?”-28 et montrent une corrélation entre taux de spermatozoides anormaux et
pourcentage de spermatozoides recouverts d’ubiquitine. Des travaux non publiés par ALLICE
dans les années 2000 confirment ces résultats (figure 8). A noter que ces observations ont été
faites sur de la semence éjaculée, laissant supposer que dans un contexte d’anomalies
morphologiques chroniques, le systeme de « contrble qualité » n’est pas suffisamment

efficace pour éliminer tous les spermatozoides anormaux.

Figure 8 : Différentes anomalies morphologiques du spermatozoide bovin éjaculé.

Visualisation des spermatozoides anormaux en microscopie a fluorescence (x400). Marquage de I'ubiquitine avec
un anticorps couplé a FITC. Différentes structures anormales sont recouvertes d’ubiquitine : anomalies de la téte
(probléemes de développement), de la piece intermédiaire (courbée ou problemes de développement) ou de
I’'ensemble du spermatozoide (forme double) ©Allice

L’épididyme assure également une protection des spermatozoides, qui se doit d’étre d’autant
plus efficace que le gaméte male est une cellule fragile. En effet, son état quiescent ne lui
permet pas de répondre de facon autonome a un quelconque stress, ni en déclenchant une
réponse reposant sur I'expression de genes de défense, ni en mobilisant ses faibles ressources
cytoplasmiques en protéines de défense. Le spermatozoide est en particulier vulnérable aux
attaques radicalaires par les ROS (Reactive Oxigen Species), sensibilité accrue par la richesse
en acides gras polyinsaturés de sa membrane plasmique. Le stress oxydant peut ainsi conduire
a I'oxydation des membranes ou de la chromatine du spermatozoide, le rendant plus fragile,
moins fonctionnel et dans certains cas non fécondant?®. Parmi I’ensemble des génes exprimés
par les cellules épithéliales de I'épididyme, le géne GPX5, appartenant a la famille des
glutathion peroxydase, est fortement exprimé dans la téte de I'organe. La protéine GPX5 est

alors sécrétée dans la lumiere du tube et suit les spermatozoides dans leur transit vers la partie
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caudale?. Impliquée dans la réduction des éléments oxydés, notamment le peroxyde
d’hydrogéne, tout au long du transit épididymaire et surtout lors du stockage prolongé dans
la partie caudale de I'organe, cette protéine participe a la protection des gameétes contre le

stress oxydant?>3,

Le dernier role et non des moindres, attribué a I'épididyme est d’étre le siege de I'acquisition
du pouvoir fécondant du spermatozoide?. Le spermatozoide libéré dans la lumiére des tubes
séminiferes n’est pas encore totalement mature. Certaines modifications de structure sont
nécessaires et se mettent en place au cours du transit épididymaire. Il s’agit par exemple de
la migration de la gouttelette cytoplasmique proximale en position distale avant son
évacuation compléte du spermatozoide. Cette migration est réalisée entre la téte et la queue
de I'épididyme3?. Cette gouttelette contient les derniers restes du cytoplasme non totalement
éliminé lors de la spermiogenése. Sa perte est concomitante avec I'acquisition de la motilité
du spermatozoide dans la partie caudale de I'épididyme. Il est possible de retrouver des
spermatozoides éjaculés ayant gardé leur gouttelette. Il s’agit d’'une anomalie morphologique
majeure si elle est encore en position proximale ou mineure si elle est distale (figure 9). Des
travaux de fécondation in vitro ont démontré I'impact négatif sur le taux de clivage quand plus

de 30% des spermatozoides d’un éjaculat portent cette anomalie majeure32.

Figure 9 : Gouttelette cytoplasmique du spermatozoide bovin éjaculé.

Un spermatozoide éjaculé « normal » ne contient plus de gouttelette cytoplasmique (A). Si elle est retrouvée en
position proximale (B) ou distale (C), il s’agit d’une anomalie morphologique. Le spermatozoide de I'image (B)
présente une seconde anomalie majeure : la décapitation. @LNCR
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b) L"épididyme, un lieu d’échange avec le spermatozoide

Tous les changements majeurs que subit le spermatozoide durant son transit épididymaire
proviennent d’interactions entre les composants du fluide épididymaire et le gamete lui-
méme. L’'épididyme étant un organe régionalisé, la composition du fluide présente des

spécificités au niveau de la téte, du corps ou de la queue.

Le contenu protéique du fluide épididymaire varie en quantité entre la téte et la queue de
I'organe, de 2 a 4 mg/ml a 50 a 60 mg/ml??, respectivement. Chez le taureau et le verrat33, une
dizaine de protéines représentent plus de 80% de I'expression totale des protéines de
I’épididyme, dont la lipocaline, la clusterine, la transferrine, la glutathion peroxydase 5,
I’albumine ou encore la prostaglandine D2 synthase. Leur concentration varie suivant leur
localisation. En effet, la glutathion peroxydase 5, I'albumine, la prostaglandine D2 synthase ou
la transferrine sont plus exprimées dans la téte de I'épididyme, alors que la clusterine, la
lipocaline 5 ou la beta-N-acetyl-hexosaminidase le sont principalement dans la partie
caudale?!. Toutes ces protéines proviennent de I'activité exocrine des cellules épithéliales
épididymaires. Les changements séquentiels de composition protéique du fluide épididymaire
sont a l'origine des modifications protéiques de la membrane cytoplasmique du
spermatozoide?:33, Certaines protéines de surface du spermatozoide « testiculaire » sont
clivées lors de leur passage dans I'épididyme, modifiant leur conformation externe (fertiline
ou angiotensin-converting enzyme) 21. D’autres sont au contraire ajoutées a la membrane du
gamete. Il s’agit entre autres de certaines Heat-shock protéine (Hsp70 ou 90), de la tubuline
ou encore I'enolase 1 (ENO1). Des hypothéses ont été proposées concernant leur role dans le
controle de la migration de la gouttelette cytoplasmique (due a la présence d’actine, de
tubuline ou des Hsp) ou dans la participation a la défense antioxydante du gaméte (ENO1,
CCT2, PRDXS5, HIP1...)?! et I'invalidation chez la souris des génes codants pour ces protéines de
la lumiére de I'épididyme, induit une baisse de fertilité, voire une stérilité (SED1, ESR1, C-ROS,
DICER1, APOER2...figure 10)3°.
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Gene knockout Fertility phenotype Changes to epididymal environment References (PMID)

Sed? Infertile Hypo-csmatic and alkaline epididymal fluid, disrupted fluid 20122713
reabsorption, increased intracellular vesicles

Esrt Infertile Hypo-osmatic fluid 20130266

C-ros Infertile Defective initial segment development, increased luminal pH 10645273, 15095336

Dicert Subfertile Imbalanced lipid homeostasis in proximal segments. Dedifferentiation 25366345, 22701646
of the epithelium and imbalance in sex steroid signaling

Rl Subfertile Delayed maturation and growth associated with increased collagen depasition 15956703

He6 Infertile Reduced in size and dysregulation of fluid reabsorption 15367682

Lur (testostarone Subfertile Inflammation in epididymis 15514086

treatment)

Ere Infertile Disruption in Na* reabsorption and passive water transport, 11608654
abnormal epithelial ultrastructure

Nhe3 Infertile Disruption in Na* reabsorption and passive water transport 11698654

Lxr Infertile Abnormal accumulation neutral lipids 15525595

Apoer? Infertile Dysfunction of clusterin and PHGPx protein impacting sperm maturation 12695510

Fsh-r Subfertile Smaller epithelial surface area in caput and corpus segments 15973687

Gpx5 Higher incidence of Excess of reactive oxygen species in the cauda segment leading 19546506

miscarriages and to oxidative damage of spermatozoa
developmental defects

Hoxal Subfertile Epididymis characterized by homeotic transformation 8787743

Hoxall Infertile Epididymis characterized by homeotic transformation 789268

Hexa Infertile (age dependent) Inakility to degrade endocytosed substrates 12617783

Tmf Infertile Epithelial apoptosis and sperm stasis in the cauda segment 23000399

Trpve Subfertile Defects in epididymal Ca* absorption 22427671

SlcBal3 Infertile Abnormally abundant secretions and caleification in the lumen 28384194

Figure 10 : Impact de I'extinction de différents génes sur I’environnement luminal de I’épididyme de souris®.
La perturbation de I’expression de ces génes impacte I’environnement épididymaire, conduisant a d’importants
problemes de fertilité, incluant la stérilité.

Des travaux récents ont par ailleurs montré ['existence d’interactions entre les
spermatozoides et les vésicules extracellulaires du fluide, en particulier sur les
épididymosomes, qui pourraient jouer un réle majeur dans la maturation via le transfert de

matériel biologique depuis les cellules épithéliales de I'épididyme.

Ces vésicules extracellulaires, délimitées par une double couche lipidique, proviennent d’'une
sécrétion apocrine (bourgeonnement de la membrane plasmique) des cellules épithéliales de
I’épididyme. Une nomenclature particuliére a été établie pour les catégoriser3*. Elle se base
sur les caractéristiques physiques des vésicules, telles que leur taille (50 a 300nm), leur densité
(gradient de sucrose) ou leur composition membranaire (CD63, CD9, CD81, Annexine V...). Le
tissu excréteur d’origine permet également de les différencier. Suivant ces critéres, ces
vésicules appartiennent a des catégories particulieres telles que les « oncosomes, ectosomes,
microvésicules, petites moyennes ou larges vésicules, exosomes, épididymosomes,
prostasomes...). Leur contenu (protéique, lipidique...) semble étre différent suivant la
catégorie de vésicule. Dans ce manuscrit, nous utiliserons les termes employés par les auteurs
des publications choisies pour illustrer nos propos. Sans information spécifique de la

catégorie, nous utiliserons le terme de vésicules extracellulaires.
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Chez le bovin, plusieurs centaines de protéines ont été identifiées a partir d’épididymosomes
purifiés par ultracentrifugation sur gradient de sucrose®. Bien que sécrétés principalement
dans la téte de I'épididyme3®, la composition des épididymosomes semble différer en fonction
de la région dans laquelle ils sont prélevés®. Les épididymosomes seraient capables de
fusionner avec la membrane cytoplasmique du spermatozoide afin d’y déverser leur contenu
protéique3’2® ou d’induire des modifications biochimiques (lipidique3® notamment). Chez le
bovin il a été démontré que les protéines ELSPBB1 et GBB2 étaient transférées depuis les
épididymosomes vers les spermatozoides3> dans la partie caudale de I'épididyme. D’autres
exemples ont été publiés comme la cenexine chez le chat38, transférée entre la téte et la queue

de I'épididyme via des épididymosomes.

Le contenu lipidique varie également suivant la section de l'organe. Dans la téte de
I'épididyme, 60 a 70% des lipides du spermatozoide murin sont des
phosphatidyléthanolamines et phosphatidylcholines. Cette proportion diminue et ne
représente plus qu’environ 40% des lipides pour les spermatozoides prélevés dans la queue
de I'épididyme. En paralléle, la proportion de sphingomyéline spermatique augmente d’'un
facteur 2 entre la téte et la région caudale de I'épididyme, ou elle constitue le lipide le plus
représenté3®. A contrario, le cholestérol, la phosphatidylcholine et le phosphatidylinositol,
abondants dans la téte de l'organe, sont nettement moins présents dans la queue de
I’épididyme. Toutes ces différences quantitatives et qualitatives sont également observées
dans le contenu des epididymosomes3®, suggérant leur implication dans les variations

observées au niveau du spermatozoide.

1.1.3) Le plasma séminal
Le plasma séminal joue également un réle important dans la protection et la maturation du
spermatozoide éjaculé. Ce liquide, qui représente jusqu’a 80% du volume de I'éjaculat, est un
milieu nutritif et protecteur, composé d’ions (Na*, K*, Zn*, Ca?*, Mg?*, CI2), de substrats
énergétiques (fructose, sorbitol...) et de diverses protéines3®4C, Il assure une pression
osmotique optimum, apporte des nutriments, participe a I'amélioration de la motilité et au
blocage de la capacitation précoce du spermatozoide*’. Le liquide séminal favorise aussi la
protection des gameétes vis-a-vis des réactions inflammatoires dans les voies génitales

femelles. Ce contréle immunitaire contribue aussi a la préparation de l'utérus a recevoir
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I’embryon nouvellement congu favorisant son implantation et son développement*2. In fine le

liquide séminal influence ainsi la fertilité3°.

La composition en protéines du plasma séminal bovin a été étudiée. Plus de 1000 protéines
ont été détectées par spectrométrie de masse. La famille de protéines la plus abondante,
appelée BSP (Bovine Seminal Plasma) comprend plusieurs membres : BSP-A1, A2, A3 ou BSP-
30, qui se lient aux phosphatidylcholines présentes dans la membrane plasmique®!, évitant
une capacitation précoce du spermatozoide. Ces protéines interagissent par la suite avec les
HDL (High Density Lipoprotein) présentes dans le fluide oviductal, conduisant a la libération
du cholestérol membranaire du spermatozoide et in fine a sa capacitation®!. Parmi ces
protéines, 80 ont été reliées a la fertilité des méales3, certaines sont surexprimées (TIMP-2,
BSP5...) et d’autres sous-exprimées chez les taureaux fertiles (clusterine, galectin-3-binding).
Or, chez le bovin, les traitements biotechnologiques de la semence utilisée en IA conduisent a
réduire le plasma séminal a I’état de trace. En effet la semence est hautement diluée pour la
fabrication des doses d’insémination. Au regard de l'importance de ce milieu pour les
spermatozoides, mais également potentiellement pour le tractus génital femelle, il serait
intéressant de mieux le prendre en considération et d’orienter la composition des milieux de
conservation de la semence en fonction de la composition moléculaire et des caractéristiques
physico-chimique du plasma séminal. Ceci permettrait potentiellement d’améliorer le pouvoir

fécondant des spermatozoides et plus globalement la fertilité des taureaux3°43,

Le plasma séminal est aussi chargé en vésicules extra cellulaires provenant de la prostate®.
Ces prostasomes, tout comme les épididymosomes transferent différents constituants
protéiques ou lipidiques* vers les spermatozoides depuis les cellules épithéliales de la
prostate. lls contiennent une forte proportion de sphingomyéline et de cholestérol, qui
permettraient de rigidifier un peu plus la membrane cytoplasmique afin de contribuer au
blocage de la capacitation et/ou une réaction acrosomique précoce*’, en complément des
autres systemes (BSP notamment). Outre I'albumine qui constitue leur constituant principal,
les prostasomes contiennent diverses protéines en commun avec les épididymosomes
(prostaglandine-D2-synthase, lipocaline, GPX5 ou clusterine), ainsi que des protéines
spécifiques (FOLH1, PSMA, TGMA4...)*. Chez 'lhomme, certaines protéines des prostasomes

ont été décrites comme biomarqueurs d’infertilité* et signeraient la présence d’anomalies de
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la spermatogeneése, telles que I'azoospermie (clusterine), I'oligoasthenozoospermie

(cathepsin, ATP5A1), le varicocele (SERPINA1) ou encore la teratozoospermie (LTF).

1.1.4) Dans les voies femelles et les premiéres étapes de la fécondation

« Nous partimes cing cents, mais par un prompt renfort nous nous vimes trois mille en arrivant
au port ». A l'inverse de cette célébre citation de Corneille (Le Cid 1636), le périple des
spermatozoides dans le tractus femelle débute par plusieurs millions de spermatozoides pour

qu’in fine un seul puisse arriver a bon port et féconder I'ovocyte?®.

Lors de I'insémination, les spermatozoides sont déposés dans le corps de I'utérus, apres le col.
De ce fait, ils évitent les interactions parfois négatives avec le milieu vaginal (notamment dues
au pH). Il en résulte un besoin bien moins important en nombre de gamétes pour la réussite
de I'lA (de 2 a 20 millions de spermatozoides, respectivement pour la semence sexée ou
conventionnelle). Entre 6 et 8 heures sont nécessaires aux gametes pour atteindre en nombre

suffisant I"lampoule de I'oviducte, lieux de rencontre avec I'ovocyte®’.

Dans l'utérus, les spermatozoides, aidés par les mouvements engendrés par les contractions
des muscles lisses, mettent en jeu leur capacité de rhéotaxie pour rejoindre I'oviducte.
Plusieurs mécanismes semblent concourir a réguler leur entrée dans I'oviducte au niveau de
la jonction utero-tubaire®® : la viscosité du mucus, ’'anatomie de la zone en « entonnoir » et
I'obligation pour le spermatozoide d’avoir la bonne « clef » pour ouvrir le passage. En effet, la
présence de certaines protéines de la famille des ADAM?** semble étre un prérequis
obligatoire. Chez la souris, seuls les spermatozoides présentant les protéines ADAM1a,
ADAM?2 et ADAM3 3 la surface membranaire, sont retrouvés dans I'oviducte?®. De plus, méme
dans un mélange de spermatozoides déficients ou non en ADAM, seuls ceux avec les protéines
de cette famille sont retrouvés dans |’oviducte. Les spermatozoides déficients en ces protéines
sont incapables de franchir la jonction utero-tubaire®®. La présence de spermatozoides
normaux ne suffit donc pas a « ouvrir » le passage a un groupe de gametes males. |l semble

donc, tout du moins chez la souris, que cette famille de protéines représente un « sauf-
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conduit » individuel pour le passage vers |'oviducte. En revanche, la présence ou |'absence de

ces protéines n’impacte pas la fécondation des ovocytes réalisée in vitro®.

Dans l'oviducte, les spermatozoides progressent dans le fluide oviductal visqueux. Des
échanges sont possibles, via vraisemblablement les oviductosomes?*®, les composants de ce
fluide et le spermatozoide qui acquiere ainsi de nouvelles protéines, telles que I'oviduct-
specific glycoprotein (OGP) ou I'oveospontin. Ces deux protéines ne sont pas strictement
nécessaires pour la fécondation ou le développement embryonnaire (chez la souris), mais elles
permettent d’améliorer (in vitro) la mobilité des spermatozoides, leur viabilité, et rendent la
zone pellucide (une triple couche dense en protéines glycosylées) plus permissive aux gametes

males.

Les spermatozoides ayant un acrosome intact peuvent également se lier aux cellules
épithéliales*®*, permettant une rétention locale et formant un « réservoir spermatique ».
Cette liaison stoppe la mobilité des spermatozoides, évite potentiellement le déclenchement
de la capacitation en bloquant I'influx de calcium intra cellulaire*® et prolonge dans le temps
les capacités fonctionnelles du spermatozoide®®. Si les mécanismes sous-jacents restent
encore aujourd’hui méconnus, le role de l'interaction directe entre le gaméte et les cellules
épithéliales est toutefois établi, le fluide oviductal n’étant pas responsable de ce
prolongement de fonctionnalité®®. L’interaction semble par ailleurs induire une modification
de I'expression des génes des cellules épithéliales, notamment ceux impliqués dans la réponse
inflammatoire®®. Chez le bovin, cette interaction entraine une réponse anti-inflammatoire par
une surexpression de l'interleukine IL-10, du TGFB et de la prostaglandine E2. Toutes ces
actions permettent aux spermatozoides d’évoluer dans un environnement plus favorable

jusqu’a la fécondation.

Les mécanismes responsables du relargage ultérieur des spermatozoides ne sont pas connus.
Plusieurs hypotheses sont avancées, comme I'existence d’un « signal » inducteur provenant
du complexe ovocyte-cumulus, ou un relargage progressif et continu des gametes, afin
d’assurer une plage spatio-temporelle optimale pour la rencontre du spermatozoide et de
'ovocyte. Ce relargage controlé permettrait également de limiter les risques de

polyspermie°.
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Deux évenements surviennent alors pour achever la maturation finale du spermatozoide : la
capacitation et I'hyperactivation. La capacitation correspond a I'ensemble des modifications
membranaires rendant apte le spermatozoide a pénétrer la zone pellucide et I'ovocyte. L'une
des premieres modifications réside dans I’exclusion du cholestérol membranaire, conduisant
a un remodelage de la composition de la membrane plasmique®l. Ces changements
membranaires rendent le spermatozoide plus perméable a I'entrée d’ions, tels que Ca?*, HCOs
ou K*. l'internalisation de ces ions a fortes concentrations est requise pour le déclenchement
de la réaction acrosomique. De fagon intéressante, il semble que le spermatozoide ait besoin
de la présence d’oxydants (ROS) pour initier sa capacitation®?. Un équilibre doit donc étre
trouvé entre la concentration en ROS requise pour ce processus biologique et celle, trop forte,
délétére pour les structures. Concernant l'initiation de la capacitation, les ROS agissent sur
I’exclusion du cholestérol membranaire et provoquent la génération d’AMPc via la stimulation
de la soluble adenylyl cyclase (sAC). Cette enzyme catalyse la formation d’AMPc a partir d’ATP
en présence des ions Ca?* et HCOs', la formation d’AMPc a partir d’ATP, point de départ d’une
cascade de phosphorylation amenant a I'hyperactivation du spermatozoide®? (processus
biologique qui permet d’augmenter I'amplitude des mouvements du flagelle, conférant aux
spermatozoides une motilité plus efficace ; figure 11).

Hyperpolarization
PECAM-1

Cholesterol Ca®
o}
efflux v cals A
Pe, A
PEBP release AA
Surface
expression of [~ = o "
zona receptor (¢~ HCO Ca’
complexes ) sAdenylyl
=
[ N
{ o\ 5
‘ ATP  cAMP %

°
8
°
2
°
S PKA <.
g _S_'Cytoplasmlc
"; [ < Alkalinization
5 CSK —) p60csrc EECAN.1
ROS Tyrosine 527 * ictivated

Y416 autophosphorylation of pp60csrc

hblb/l/
onrounr

Tyrosine phosphorylation
ﬂchy fy"‘. l

Hyperactivation

Figure 11 : Réle des ROS dans I'induction de la capacitation et hyperactivation du spermatozoide®?.

Les « espéces réactives a I'oxygéne » ou éléments oxydants, participent a l'initiation de la cascade conduisant a
la capacitation et a I’hyperactivation du spermatozoide via I'oxydation du cholestérol (entrainant leur exclusion
de la membrane plasmique) et la stimulation de la sAdenylyl (produisant '’AMPc nécessaire au reste de la
cascade).
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Au moment de la rencontre entre les gamétes male et femelle, la liaison du spermatozoide
par la zone apicale de I'acrosome a la zone pellucide de I'ovocyte initie la fusion des
membranes interne et externe de l|'acrosome, libérant ainsi le contenu enzymatique
acrosomique3. Ces actions permettent « I'ouverture » d’un passage pour le spermatozoide
au travers de la zone pellucide et I'exposition de protéines particuliéres de la zone équatoriale
de la téte du spermatozoide, telles que I’équatorine, CD9, CD81 ou 1IZUMO1>3. Isolément, ces
protéines ne sont pas indispensables pour le succes de la fécondation, méme si la fertilité est
réduite chez la souris femelle KO pour les récepteurs CD9 ou CD81. En revanche, un double
KO pour ces récepteurs conduit a une stérilité>® suggérant un processus de compensation
entre ces différents récepteurs. L'absence de la protéine 1ZUMO1 a la surface du
spermatozoide ou celle de son récepteur a la surface de I'ovocyte, JUNO, induit une stérilité
chez la souris. Le réle de ces protéines n’est pas totalement élucidé, mais les hypothéses
avancées chez le bovin font état d’'une implication dans I’'adhésion des membranes plasmiques
des deux gamétes et I'entrée de la téte du spermatozoide dans I'ovocyte®3. Dés pénétration
d’un spermatozoide, I'ovocyte développe des processus moléculaires le rendant hermétique
a tout autre spermatozoide évitant ainsi la polyspermie. Une fois libéré dans le cytoplasme
ovocytaire, le pronucléus male (patrimoine génétique paternel) se décondense et participe
pour moitié a la formation du patrimoine génétique du zygote puis de I'embryon. L’activation
du génome embryonnaire s’effectue progressivement et plus ou moins rapidement en
fonction des espéces pour piloter le développement embryonnaire (au stade 8-16 cellules

chez le bovin).

Chez le bovin, la premiére étape du développement embryonnaire démarre 2 jours apres la
fécondation par l'initiation de la segmentation, suivie de divisions cellulaires successives. Au
stade morula (32-64 cellules), 5 jours aprés la fécondation, la premiere différenciation
cellulaire intervient: les cellules trophoblastiques se différencient a la périphérie de
I'embryon et seront a I'origine du placenta, alors que les cellules dites de la masse interne
seront a la base de toute I'organogenése embryonnaire. La formation d’une cavité dite
« blastocele » par compaction des cellules, compléte la formation du blastocyste (J6-J7 apres
fécondation)>*. Aprés 9 jours, I'éclosion du blastocyste survient par la rupture de la zone

pellucide. A partir du 11¢ jour, le blastocyste s’allonge et commence a occuper 'espace utérin.
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L'implantation de 'embryon se déroule du 21° au 35¢ jour post-fécondation. La mise en place
de toutes les structures placentaires permettant les communications (« échanges de
nutriments et gazeux) entre la mére et le foetus, s’achéve au 60° jour de gestation. En paralléle
de la « nidification ou implantation », I'organogenese débute par la différenciation des trois
feuillets embryonnaires (endoderme, mésoderme et ectoderme) au sein de I'embryon et
s’achéve au 42¢ jour apres fécondation. S’ensuit principalement une phase de croissance des
organes jusqu’a la naissance. La durée de gestation chez les bovins varie en fonction de la race,

entre 282 (Holstein) et 294 (Blonde d’Aquitaine) jours.

1.2) De la production a la mesure de la fertilité : comment sont utilisés les
taureaux et leurs gametes en France ?
L'amélioration de la génétique bovine francaise repose sur des schémas de sélection mis en
place par les entreprises de sélection. Ces schémas comportent plusieurs étapes, qui ont
évolué au gré des améliorations techniques et méthodologiques : la procréation d’un grand
nombre de males candidats a partir des taureaux élites (les « péres a taureaux ») et des
meilleures femelles (les « méres a taureaux »), la sélection des meilleurs candidats selon
divers critéres (morphologie, production, reproduction, santé...), le recrutement des candidats
et leur élevage en station jusqu’a leur puberté, le controle de la fonction sexuelle afin de
déceler et d’éliminer les taureaux présentant des problemes inhérents a la production ou a la
qgualité de la semence, I'entrée en centre de production et I'entrainement a la collecte de
semence, la collecte et le conditionnement de la semence pour une diffusion large par
insémination et enfin la mesure des performances des descendants pour alimenter en

données les modeles d’évaluation génétique.

1.2.1) Du testage sur descendance a la sélection génomique

A la mise en place de I'évaluation génétique par INRAE avec la loi sur I'élevage de 1966,
I’évaluation reposait sur un « testage sur descendance » : chaque taureau était collecté pour
réaliser un nombre limité d’inséminations, afin de procréer une centaine de filles dont les
performances étaient mesurées pour permettre en retour I'évaluation de leur pére. Durant
les 3 a 5 ans d’attente nécessaires a cette évaluation, les taureaux étaient entretenus en
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station d’élevage (phase de « lay off »). A I'issue de cette phase, seuls les meilleurs taureaux
étaient conservés et reprenaient la production de semence pour étre diffusés a grande
échelle. Cette approche était donc extrémement co(iteuse. Elle permettait par ailleurs une

évaluation de la fertilité des taureaux avant diffusion.

Un changement de paradigme a eu lieu en 2009 avec l'arrivée de la sélection génomique.
D’abord réservée aux 3 grandes races laitieres (Holstein, Montbéliarde et Normande), cette
nouvelle méthode a progressivement été étendue aux autres races (a I'exception des races a
faibles effectifs) et aux ovins et caprins. Elle s’appuie sur une analyse du polymorphisme du
génome a |'aide de puce de génotypage, permettant d’interroger de 10.000 a 50.000 positions
réparties sur le génome (« Single Nucleotide Polymorphisme » ou SNP, polymorphisme d’une
base). Ces SNP, rarement causaux, peuvent étre en déséquilibre de liaison avec les genes
impliqués dans les caracteres d’intérét. |l est donc possible d’estimer I'effet de chacun des
alléles de ces SNP sur les caracteres d’intérét en utilisant une large population de référence
d’animaux génotypes et phénotypés pour ces caracteres (plusieurs milliers a dizaines de
milliers d’animaux). Et par extension, il est possible d’établir des équations de prédiction
combinant les SNP d’intérét pour estimer la valeur génétique de tout animal génotypé, en
particulier les jeunes males candidats, au stade embryonnaire ou a la naissance. Il n’est ainsi
plus nécessaire de procréer une descendance et d’attendre d’en mesurer les performances
pour diffuser la semence des taureaux, ce qui permet de réduire par deux I'intervalle entre les
générations> et donc de doubler le progrés génétique annuel, tout en réduisant le codt de
fonctionnement des schémas de sélection. Mais, revers de la médaille, la production des
jeunes taureaux est moins importante en volume et la semence est diffusée sans information

préalable sur sa fécondance et la fertilité globale des taureaux.

1.2.2) La production de semence en centre de collecte

La fréquence de collecte de la semence dépend de I'dge, de la race et des pratiques du centre
(2 a 3 fois par semaine). Une fois collecté, I'éjaculat est soumis a un premier contréle qualité :

la mesure du volume de I'éjaculat, de sa concentration en spermatozoides et de la motilité
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massale. Ce dernier examen consiste en I’estimation, sous un microscope, du niveau de vitalité
et de vivacité de la semence. Des seuils ont été établis selon les parametres, en dessous
desquels les éjaculats ne sont pas conservés. Les éjaculats retenus sont dilués (de 10 a 30 fois)
dans un milieu de cryoconservation et incubés a 4°C pendant 4 heures pour équilibrer les
échanges entre milieu et spermatozoides, avant mise en paillette, a raison de 2 a 25 millions
de spermatozoides par dose est réalisée (10 a 125 millions/ml). Suivant I’dge du taureau et ses
caractéristiques de production, un éjaculat peut fournir entre 80 et 600 doses d’lA. Les
paillettes sont plongées dans les vapeurs d’azote avant d’étre stockées dans I'azote liquide.
Un dernier contréle qualité sur chaque lot de paillettes est réalisé aprées décongélation. Ce
controle permet de vérifier la résistance de la semence aux processus de
congélation/décongélation. En effet, ce processus inflige de tels dommages, qu’environ 50%
des spermatozoides « meurent » a la décongélation et que les survivants sont moins
performants>®>’, En dessous d’un seuil de spermatozoides vivants et progressifs fixé par le
centre, les éjaculats sont éliminés. Les autres vont étre distribués aux inséminateurs et

diffusés sur le terrain (figure 12).

Figure 12 : De la récolte a la I'insémination.

Les différentes étapes de la récolte a I'insémination sont représentées ici en images. Apreés la récolte de I'éjaculat
au vagin artificiel, la mobilité massale ainsi que les données de production (volume et concentration) sont
mesurées. En paralléle I'éjaculat est dilué avec le milieu de congélation et maintenu a 4°C pendant 4 heures. La
semence est alors fractionnée en de nombreuses doses d’insémination avant d’étre plongée dans I'azote liquide.

49



Un contréle post-décongélation de motilité individuel est réalisé. Si tous les critéres sont remplis, I’éjaculat peut
étre distribué aux inséminateurs et suivant la demande, inséminé. ©Allice

De nombreuses recherches sont menées pour améliorer la qualité de la semence post-
décongélation et son contréle®®%3: plus de 5000 articles contiennent comme mots clefs
« amélioration de la qualité de la semence ». Les différentes stratégies employées se
résument a I'ajout de molécules protectrices (cystéine, glutathion...) ou stimulantes (caféine,
penthoxyfiline...) dans le milieu de congélation. D’autres stratégies emploient des
compléments alimentaires pour modifier la composition lipidique de la membrane des
spermatozoides (huile de lin, DHEA...). Le principe est de fluidifier la membrane cytoplasmique
par I'incorporation de phospholipides polyinsaturés, la rendant plus résistante a différents
stress. De méme, divers parametres sont évalués par les centres de production de semence.
Ces parameétres, tout d’abord simples, ont suivi I’évolution technologique pour devenir de plus

en plus complexes et précis (figure 13).

A l'oeil Microscopie Systeme CASA Cytométrie de flux Spectrométre de masse

B

A 4

Volume et concentration  Motilité a I'oeil Motilité assistée Viabilité, concentration, S
. . . composés lipidiques,
Vitesse (um/s) oxydation, fluidité, I . i
Trajectoire énergie, fragmentation de glycaniques ou proteiques
Anomalies morphologiques (%) ’ADN, marquage
Viabilité (fluorescence %) protéine....

Identification des

Figure 13 : Evolution technologique du contréle qualité de la semence.

Le contréle qualité de la semence réalisé lors de la collecte, consiste en la mesure du volume, de la concentration
et de la motilité massale de I'éjaculat. Celui réalisé apres la décongélation peut étre beaucoup plus complexe
(motilité individuelle, analyses fonctionnelles...). L’évolution des pratiques a suivi I’évolution technologique : de
I'estimation a I'ceil des caractéristiques de la semence, le contréle qualité en centre de production a peu a peu
évolué en adoptant la microscopie classique, puis celle assistée par ordinateur (systéme CASA) et pour certains,
la cytométrie en flux. Les technologies plus avancées, comme la spectrométrie de masse, sont encore réservées
aux laboratoires de recherches.

Ces derniéres décennies, la production de semence a également connu son lot d’innovations
techniques et technologiques. La possibilité d’obtenir un taux de gestation acceptable aprés

insémination avec de la semence congelée a permis de repenser totalement la logistique de
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stockage de la semence (technique de congélation, composition des milieux de
cryoconservation), le maillage du territoire national et la distribution des doses a
I'international. Le développement de nouvelles technologies automatisées a permis d’aborder
le contréle qualité de la semence de fagon plus précise et plus objective. Enfin, 'une des
derniéres innovations réside dans le tri des spermatozoides en fonction de la présence d’un
chromosome X ou Y, afin d’assurer a plus de 90%, le sexe du descendant lors d’une IA utilisant

la semence sexée.

1.2.3) Les indicateurs de la fertilité mdle

L’efficacité reproductive conditionnant une part importante du revenu des élevages (mais
variable selon les systémes d’élevage), les coopératives d’insémination et leurs unions,
entreprises de sélection, attachent une attention particuliére a la fertilité de la semence
gu’elles diffusent. Pour cela, divers indicateurs sont calculés tout au long de la vie du taureau,

basés sur les résultats d’insémination.

Le Taux de Non-Retour (TNR) est un des indicateurs les plus utilisés. Il correspond au
pourcentage d’inséminations fécondantes et peut étre calculé a différentes périodes, suite a
un constat de gestation : TNR 24, 56, 90 et 282 jours apres I'insémination. Le TNR24 est basé
sur I'observation du non-retour en chaleur des vaches, éventuellement complétée par un
dosage de progestérone sérique (possible dés 21 jours post-lA). Les TNR 56 ou 90 sont
également déterminés par I'observation du non-retour en chaleur, complétée éventuellement

par un diagnostic de gestation échographique. Le TNR 282 correspond au taux de mises bas.

Sachant que la réussite a I'lA dépend de plusieurs facteurs (figure 14), intrinséques (qualité
des gameétes males et femelles) et extrinseéques (conditions d’élevage, état physiologique de
la vache, détection adéquate des chaleurs, technicité de I'inséminateur...), le TNR doit étre
corrigé d’un certain nombre d’effets. Si le nombre d’inséminations prises en compte est
suffisant (plusieurs centaines voire milliers), cet indicateur permet de s’affranchir des effets

« femelle ». Toutefois, il reste soumis a de forts aléas techniques qu’il est nécessaire de
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prendre en compte (effets inséminateur, saison, mois, jour de la semaine, région...) par

diverses approches statistiques.

Anomalies
génétique

Traitements
technologiques

Conditions
d’elevage

vms'\o\"""e
J-60
Qualité des Dévelopement Conditions
spermatozoides embryonnaire “environnementales”

Figure 14 : Le résultat de I'lA est multifactoriel.

La réussite de I'insémination se mesure finalement par le taux de mise bas. De multiples facteurs sont impliqués
dans la réussite de I'insémination. Une perturbation de I'un d’entre eux, que ce soit au niveau « cellulaire »
(spermatozoide, ovocyte ou embryon) ou au niveau plus général de I'organisme (environnement dans lequel
évolue la vache gestante), peut conduire a un échec de I'lA ©Allice.

Il est a noté que ces 4 TNRs sont susceptibles de renseigner sur les causes de I'’échec : le TRN24
traduirait un défaut de fécondance en lien avec la physiologie et les caractéristiques du
spermatozoide, ou une forte mortalité embryonnaire précoce liée a une anomalie génétique
par exemple. Le TNR 56 signerait plus un défaut d’implantation, d’origine embryonnaire ou
maternel, le TRN90 un défaut d’organogenése et le TNR282 un défaut de développement
foetal éventuellement en lien avec les conditions d’élevage ou une anomalie génétique. Ainsi,
le TNR a 24 jours serait le plus lié au pouvoir fécondant de la semence et serait le plus
pertinent, mais il s’agit aussi du taux le moins précis du fait des difficultés de détection de la
gestation a ce stade et des délais de remontées d’information dans les bases de données

nationales.

La mise en place du code-barre sur les paillettes et sa lecture lors de I'lA, permet aujourd’hui
de lier les résultats du TNR non seulement a un taureau, mais aussi a un éjaculat spécifique.
Les avantages qu’apporte cette nouvelle technologie, notamment pour la tragabilité des lots

(sanitaire), ont contribué a son utilisation importante sur le terrain. Dans certaines races,
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comme la Holstein, plus de 90% des IA réalisées en France peuvent étre retracées au niveau
éjaculat. Mais le nombre de doses réalisées par éjaculat étant faible (de 80 et 600 selon les
taureaux et les centres), la précision du TNR éjaculat est limitée. Le TNR est donc un indicateur
pratique, mais a prendre en compte avec précaution compte tenu de sa précision, surtout s’il

s’agit de prendre une décision de réforme anticipée pour cause de fertilité trop faible.

Par ailleurs, I'évaluation génétique femelle en France intégre un effet fixe Taureau x
Campagne, qui traduit I'effet du taureau sur la fertilité femelle en année « n », correction faite
des autres effets (inséminateur, jour de la semaine, région...). Il constitue ainsi un indicateur
global de fertilité, exprimé relativement a la moyenne de la population (variable centrée-
réduite). Les valeurs négatives correspondent donc a des taureaux ayant une fertilité plus

basse que la moyenne et inversement pour les valeurs positives.

Comme indiqué précédemment, 'adoption de la génomique ne permet plus, méme a petite
échelle comme lors du testage, de bénéficier de données de TNR avant diffusion a large
échelle de la semence. Dans un monde génomique, il est certes envisageable de calculer un
index fertilité male pouvant servir a écarter les candidats ayant une fertilité jugée trop faible.
Mais, outre la faible héritabilité (h? < 10%) qui limite la précision de I'évaluation, une telle
approche ne prend en compte que les effets génétiques, oubliant tous les effets
environnementaux susceptibles de dégrader la fertilité d’un animal ayant pourtant un bon

potentiel génétique.

2) La prédiction de la fertilité male

Les indicateurs décrits précédemment permettent d’évaluer la fertilité a posteriori. Mais une
gestion optimale de la production nécessiterait un outil permettant de prédire la fertilité d’'un
male, afin soit de I’éliminer pour recruter un autre candidat ayant un index génomique
équivalent, mais une meilleure fertilité, soit d’adopter une gestion particuliére de ce male
pour pallier ses problémes de fertilité. De méme en ce qui concerne le contréle qualité des
éjaculats, une prédiction a priori de la fertilité permettrait de retirer les éjaculats présentant

des défauts de fertilité avant toute diffusion. Par ailleurs, dans un contexte R&D, un tel outil
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permettrait d’évaluer plus simplement I'impact de nouveaux dilueurs ou de nouvelles

stratégies de conditionnement de la semence etc...

Si de nombreuses études portent sur 'amélioration des parameétres spermatiques post-
décongélation, les études explorant réellement la prédiction de la fertilité sont moins
courantes. Elles reposent sur le dogme, toujours en vigueur aujourd’hui, qu’une perte, méme
minime, de la qualité ou de la fonctionnalité d’un des compartiments cellulaires du
spermatozoide, peut impacter le pouvoir fécondant de la semence et entrainer une réduction
de fertilité®®. Dés lors, de nombreuses équipes ont travaillé au développement de tests
permettant I’évaluation de chaque compartiment du spermatozoide®®: intégrité de
I'acrosome, intégrité et fluidité de la membrane plasmique, niveau de fragmentation ou de
décondensation de la chromatine, sensibilité a I'oxydation, développement énergétique,
vitesse de déplacement). Certains de ces parameétres mesurés ont été significativement reliés
a la fertilité, mais pris individuellement, ils présentaient un faible pouvoir prédictif de la
fertilité. Le concept d’une approche multifactorielle de la prédiction de la fertilité a donc été

proposé : la fertilité étant multifactorielle, la prédiction doit I’étre également.

De nouvelles approches ont donc été développées pour combiner de facon optimale les
différents tests et élaborer le meilleur prédicteur possible. Au-dela de I'aspect scientifique, la
recherche d’un outil valorisable pour les professionnels a été le moteur de la plupart de ces
études. Il faut donc trouver le meilleur compromis entre le pouvoir prédictif du modéle, lié au
nombre de phénotypes a mesurer et la facilité d’utilisation sur le terrain. Le col(t de

fonctionnement est également un critére majeur.

Les résultats obtenus depuis les 5 derniéres années laissent a penser que les aspects de
fonctionnalité ou de qualité cellulaire ne suffiront pas a expliquer toute la variabilité de la
fertilité des bovins. En effet, les meilleurs prédicteurs, obtenus par différentes équipes sur
différentes cohortes de taureaux, n’expliquent que 40% environ de la variabilité de fertilité®48
(figure 15), ce qui est loin d’étre suffisant pour une utilisation pratique. Il manque
vraisemblablement des informations pour atteindre une bonne prédiction et d’autres
parameétres biologiques doivent donc étre pris en compte pour mieux expliquer les variations
de fertilité. Les informations portées par le génome®?, comme les mutations touchant un géne

du développement embryonnaire’?, ou tout ce qui se rapporte a I'épigénétique’! pourraient

étre intéressants a intégrer dans le prédicteur.
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Une liste non exhaustive des différents parameétres évalués est exposée dans les paragraphes

suivants.
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Figure 15 : Prédiction de la fertilité du taureau avec les données de fonctionnalité de la semence.

(A) La relation entre la motilité (%) et la fertilité est tres faible. Il faut combiner plusieurs facteurs pour mieux
prédire la fertilité. (B) Relation entre la fertilité prédite (combinatoire de plusieurs phénotypes) et le taux de non-
retour.%* ©Allice

2.1) Les parametres historiques

Les premiéres technologies mises en place par les centres et encore utilisées aujourd’hui sont
basées sur I'utilisation d’'un microscope a platine chauffante afin d’évaluer la motilité des
spermatozoides et d'un spectrophotometre afin de déterminer la concentration cellulaire. La
motilité des spermatozoides se mesure soit de facon globale, on parle alors de motilité
massale, soit de facon individuelle (figure 16). La motilité massale est évaluée par une note de
0 a 5, représentant l'intensité des « vagues » formées par le mouvement de milliards de
spermatozoides. La motilité individuelle, réalisée sur une dilution de la semence, permet
d’estimer un pourcentage de cellules motiles et une intensité de mouvement (progressivité),
notée également de 0 a 5. La motilité des spermatozoides bovins (pré ou post-congélation) a
longtemps été considérée comme un parametre crucial, expliquant la variabilité de la fertilité
observée. En effet, de nombreuses études ont révélé une relation significative avec la
fertilité®72, En revanche méme si statistiquement cette relation existe, elle reste trés faible.

Elle permet effectivement d’éliminer des éjaculats présentant une motilité extrémement
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basse et un pouvoir fécondant trés faible. Mais au-dela d’un seuil de motilité relativement

faible (10 a 20%), ce parameétre n’est plus pertinent pour prédire la fertilité.

£240- 2019
#4109:00

Figure 16 : Analyse de la motilité de la semence.

(A) Motilité massale : I'opérateur apprécie les vitesses de déplacement des « vagues » de spermatozoides. (B)
Motilité individuelle : 'opérateur estime le pourcentage de spermatozoides mobiles et le type de mouvement. @
Allice

2.2) Les parameétres « cellulaires » via I'essor de nouvelles technologies

De nouvelles solutions techniques ont progressivement été proposées par les constructeurs,
permettant d’analyser de nouveaux phénotypes cellulaires. Les systemes « CASA » (computer
assisted semen analysis), microscopes assistés par ordinateur, ont permis d’évaluer
automatiquement le pourcentage de spermatozoides motiles, ainsi que leur vitesse de
déplacement, le type de mouvement et pour les nouvelles générations, certaines anomalies
morphologiques portées par le gaméte (figure 17), permettant une évaluation de la qualité de

la semence plus précise, rapide et objective.
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Figure 17 : Analyse de la motilité des spermatozoides avec la technologie « CASA ».

L’IVOS Il (Hamilton Thorne) remplace I’ceil d’un technicien par une caméra. Le logiciel détecte les spermatozoides
par contraste et les photographies a 60 images par seconde. Les trajectoires et vitesses de déplacement pour les
gamétes mobiles peuvent donc étre déterminées. @Allice

La simplification de I'utilisation des cytométres en flux et la réduction de taille des appareils
ont permis lI'implémentation de certains tests en centre de production de semence,
permettant d’étudier avec précision et objectivité des caractéristiques fonctionnelles comme
la viabilité, I'intégrité des membranes cytoplasmique et acrosomique, la fluidité membranaire,
la réaction acrosomique, I'état de condensation et de fragmentation de la chromatine, le
niveau de production énergétique (mitochondrie), la sensibilité a I’oxydation, la présence ou
absence de certaines protéines membranaires, le flux calcique (figure 18)... Tout comme pour
la motilité, les corrélations entre ces parametres et la fertilité, bien que significatives, restent
faibles. Ce n’est que par la combinaison de I'ensemble de ces paramétres que le prédicteur
devient plus efficace (R*~0.40)%. Le fait d’associer plusieurs phénotypes différents complexifie
I'obtention du prédicteur et augmente son co(t, limitant son intérét en routine. C'est pour
cela que certaines équipes cherchent a combiner les mesures cytométriques en un seul

protocole’74,

~ |o "
-]

Figure 18 : Analyse de la fonctionnalité des spermatozoides avec le cytométre de flux.

Basés sur des marquages fluorescents, différents protocoles ont été établis pour I'analyse de la viabilité, de
l'intégrité de I'acrosome, du développement énergétique, du niveau d’oxydation cellulaire, de la fragmentation
ou de la décondensation de I’ADN, des anomalies morphologiques...@Allice
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Au-dela de la prédiction de fertilité, la mesure de ces phénotypes assure une qualification
objective des spermatozoides et des éjaculats. Dans le milieu professionnel, de plus en plus
d’opérateurs demandent lors d’import-export de semences, un contréle qualité des éjaculats
incluant ces nouveaux phénotypes. Cette démarche se généralise en France, mais aussi au
niveau européen. Cette situation a ouvert la voie a une nouvelle collaboration européenne
multicentrique via le groupe « QualiVets ». Il s’agit d’'un regroupement de centres de
production de semence et de centres de recherche de plusieurs pays européens (Irlande,
Hollande, Belgique, Suisse, Danemark et France). La premiére conclusion émanant de ce
groupe a porté sur la nécessité de standardiser les protocoles de mesure de ces phénotypes,
avant de pouvoir les regrouper dans une base de données commune pour améliorer les
équations de prédiction. Car méme s’il s’agissait des mémes phénotypes mesurés, différents
protocoles de mesure étaient employés, introduisant une variabilité technique importante
entre les centres. Des travaux visant |'établissement d’un guide des bonnes pratiques sont en

cours.

2.3) Les nouveaux parametres moléculaires

Ces nouveaux « phénotypes » sont associés a I'essor des nouvelles technologies a haut débit
(séquenceur nouvelle génération, spectrométrie de masse, RMN). lls sont pour la plupart
réservés aux laboratoires de recherche. L'approche est encore plus fine que pour les
phénotypes cellulaires, car elle aborde la prédiction de la fertilité via une analyse moléculaire
du spermatozoide et du plasma séminal : analyse du génome (génotype : SNP et épigénome :
cytosine méthylée’®), du transcriptome via I’analyse des ARN (codants et non codants’®), du
protéome’’, du lipidome et du glycome (identification ou spectre).. Ces nouvelles
technologies génerent « facilement » de grandes quantités de données. La difficulté (qui est
d’autant plus vraie dans la prédiction de fertilité) est I'intégration de toutes ces données

hétérogenes dans un modeéle le plus parcimonieux possible et le plus prédictif possible.

Apres avoir consacré de nombreuses années a I'analyse et a la combinaison des phénotypes
cellulaires, nous avons décidé d’explorer dans le cadre du laboratoire commun SeQuaMol
(ALLICE et INRAE/BREED/MECP?), le role des mécanismes épigénétiques sur le développement

du spermatozoide et leur impact sur le pouvoir fécondant de la semence.
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Chapitre Il Epigénétique et fertilité male

Toutes les cellules d’'un méme organisme possedent exactement le méme patrimoine
génétique, mais tous les organismes vivants complexes possedent différents organes
nécessitant des structures cellulaires différentes aux fonctions spécifiques. Il est donc
nécessaire de sélectionner au sein de chaque type cellulaire lI'information génétique
conduisant a la différenciation cellulaire et au métabolisme approprié. Comme le proposait
Conrad Waddington’® dés 1942, des mécanismes biologiques doivent orchestrer « la partition
écrite » par les génes et produire une interprétation aboutissant a un phénotype spécifique
du type cellulaire. Parmi ces mécanismes moléculaires, les mécanismes dits « épigénétiques »
jouent un role majeur. Etymologiquement le mot épigénétique signifie « au-dessus des
génes » et fait référence au controle exercé par ces mécanismes sur le fonctionnement du
génome et en particulier sur I'expression des génes. Ces éléments jouent un role majeur dans
la destinée cellulaire : maintien de I'état indifférencié ou différenciation induite de maniére
spatio-temporelle. Ces marques épigénétiques ne modifient pas la séquence génomique, mais
elles sont tout de méme héritables d’une cellule a I'autre au cours de la mitose voire dans
certains cas de la méiose. Les marques épigénétiques sont aussi reconnues comme un
patrimoine non génétique transmis a la descendance qu’il s’agisse de I'empreinte parentale
(concernant une petite centaine de genes) ou d’'une « mémoire » de I'historique de vie des
parents. Les mécanismes épigénétiques participent a I'architecture de la chromatine en
définissant de grands domaines au sein de I’ADN nucléaire: |'euchromatine et
I’hétérochromatine, se différenciant par leur activité transcriptionnelle, respectivement active
et silencieuse. Le controle de I'expression génique peut s’exercer selon deux grands types de
régulation (figure 19) : la régulation de la transcription des genes (via la méthylation de I’ADN
et les modifications post-traductionnelles des histones) et la régulation de la traduction des
ARN messagers (via les petits ARN non codants). Ces mécanismes (décrits plus en détail dans
les paragraphes suivants) agissent de facon permissive ou répressive, de concert ou en
compétition, basée sur un véritable dialogue modulant I'efficacité propre aux différents

systemes.
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Les différents mécanismes épigénétiques impliqués dans le cas particulier du spermatozoide

sont décrits dans les chapitres suivants.

(A) Modification post
traductionnelle des histones

chromatine

V.

/

ADN accessible, gene actif

22 ADN inaccessible, géne inactif

Figure 19 : Les principaux acteurs des mécanismes épigénétiques.

(A) Modifications post-traductionnelles des histones et (B) la méthylation de I’ADN, contrélant I'accessibilité
locale a I’ADN et la transcription des génes. (C) les petits ARN non codants (sncRNA), régulant la traduction des
ARN messagers.

1) Des modifications post-traductionnelles des histones...aux protamines

1.1) Rbles et fonctionnement biologique des histones

Dans le noyau cellulaire, 'ADN s’enroule autour de structures appelées « nucléosomes »,
constituées par un assemblage de protéines basiques, les histones. Les nucléosomes sont
formés par 4 paires de variants d’histone (H2a, H2b, H3 et H4) et leur structure est maintenue
par la liaison d’'une molécule d’histone H1, permettant I'’enroulement de 147 paires de bases
d’ADN). Cette structure permet de condenser ’ADN et d’atteindre un niveau de compaction

maximum des chromosomes. La structure que prend I’ADN compacté s’appelle la chromatine.
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Selon I'état de la chromatine, plus ou moins condensé, les facteurs de transcription ont la
capacité d’atteindre leur cible et de jouer leur rble. Les histones participent donc a la
régulation de la transcription via « I'ouverture ou la fermeture » locale des régions de I’ADN.
Ces changements de compaction sont possibles via les modifications post-traductionnelles
des histones, portées par certains acides aminés. Les modifications chimiques sont de
différentes natures’®: méthylation, acétylation, phosphorylation, glycosylation,
carbonylation, ubiquitinylation, biotinylation. Elles peuvent intervenir en combinaison et
participent globalement a des modifications notables des capacités d’interactions entre les
histones nucléosomales et I’ADN. Une telle complexité a été référencée sous le terme de
« code des histones », et concourt donc a définir I'état de la chromatine. Par exemple, la
méthylation des lysines 4, 36 et 79 de I'histone H3 est synonyme d’ouverture de la chromatine
et donc d’activation de la transcription. Au contraire, la méthylation des lysines 9 et 27 de la
méme histone H3 est synonyme de fermeture de la chromatine et donc du silence

transcriptionel”®.

Dans le cas des spermatozoides, certaines histones canoniques sont remplacées par de
variants spécifiques dans les stades précoces de la spermatogenése®, afin de participer a la
régulation de I'expression génique essentielle a I'établissement de la lignée male. C’'est le cas
des histones TH2A et TH2B, variants spécifiques spermatiques, qui remplacent leurs histones
canoniques H2A et H2B, dans les spermatogonies. A des stades plus avancés de la
spermatogenése, ces variants d’histones sont remplacés par d’autres protéines, les

protamines.

1.2) Des histones aux protamines dans le spermatozoide

Le noyau du spermatozoide présente une organisation de la chromatine hautement
spécifique, totalement différente de celle d’'une cellule somatique. Durant les derniéres
étapes de la spermatogenése, les variants d’histones sont massivement remplacés par des
protamines. Ce sont des protéines basiques, plus petites que les histones et qui participent a
la formation de structures extrémement compactées, contenant de 50 a 100 kb, appelées
toroides. Ces structures sont dix fois plus condensées que celles formant les nucléosomes?®.
Deux isoformes de protamines sont présentes dans les spermatozoides (Prm1 et Prm2). Selon

61



les especes, le ratio entre les deux isoformes change de fagcon importante. La Prm2 peut étre
absente (chat domestique) ou représenter plus de 77% des protamines (macaque)®2. Chez le
bovin, la Prm2 a longtemps été considérée comme inexsitante®?, mais les travaux publiés par
Hamilton et son équipe® en 2019, ont permis de démontrer sa présence en faible quantité
(100 fois moins que la Prm1). Tout comme les histones, les protamines peuvent subir des
modifications post-traductionnelles. Il s’agit principalement de méthylation, phosphorylation
et acétylation (données recueillies chez I’lhomme et la souris®). Le réle de ces modifications
sur les protamines n’est pas connu. Elles seraient impliquées dans la phase de substitution des
histones par les protamines au cours de la spermatogeneése et dans |'ouverture locale de la
chromatine pour leur élimination lors de la phase de reprogrammation épigénétique du noyau

embryonnaire.

Le remplacement par les protamines n’est pas total et il reste une proportion d’histones
résiduelles, variable selon les espéces : de 2% chez le spermatozoide murin a 5 a 10% chez
I’lhomme®2. Chez le bovin, a notre connaissance, aucune donnée n’a été publiée sur le
pourcentage d’histones résiduelles par rapport aux protamines. Chez la souris, ces histones
seraient présentes sur les brins d’ADN reliant deux toroides adjacents®?. Il est aussi montré un
enrichissement en histones au niveau des régions répétées, telles que les centromeéres chez
le bovin84. Une approche « Gene ontologie » réalisée sur la liste des génes localisés dans les
régions génomiques associées aux histones résiduelles, met en avant un seul processus KEGG
statistiquement enrichi : cGMP-PKG. Il s’agit de génes codants des sérine/thréonine protéines

kinase qui phosphorylent leurs cibles sous une activation de cGMP84,

1.3) Impact sur la fertilité

Des défauts d’expression des différents variants d’histones induisent d’importants probléemes
de fertilité. Les désordres interviennent soit au cours de la spermatogenése, avec un défaut
de condensation de la chromatine (souris KO H1t2, TH2A, TH2B, H2A.L1&2, H3.3)®, soit lors

du développement embryonnaire (souris KO CENP-A ou H2A.Z)8.

Des défauts de modifications post-traductionnelles des histones ont été aussi décrits dans

des cas d’infertilité masculine chez I’'homme et la souris, comme par exemple lors d’une
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diminution du niveau de I'acétylation de I’histone H48¢ ou I'inhibition de la méthyltransférase

MII2 (H3K4) qui entraine un blocage de la différenciation spermatique®’.

De méme, la transition histone-protamine est essentielle et I'invalidation de TNP1 et/ou TNP2
conduit a une infertilité®. Un défaut de protamination peut également avoir un impact
délétere sur la fertilité : un ratio P1/P2 anormal entraine une diminution de la qualité

embryonnaire et des taux de grossesse®°.

2) La méthylation de ’'ADN

2.1) Réle et fonctionnement biologique de la méthylation de '’ADN

La méthylation de I’ADN est I'apport d’un groupement méthyle (CHs) par liaison covalente sur
le carbone 5’ de la cytosine. Chez les animaux, la méthylation de la cytosine se fait quasi
exclusivement dans un contexte « CpG », c’est-a-dire dans le cas d’une cytosine suivie d’une
guanine’®. La distribution des cytosines méthylables au sein du génome n’est pas homogéne
et conditionne le réle joué par cette marque épigénétique. Certaines régions du génome sont
riches en CG, dites « flots CpG ». Une majorité de ces ilots est située dans des séquences
répétées, principalement au sein de séquences retrotransposables®. Ces éléments, qui ont le
potentiel de se répliquer et de transloquer dans le génome, peuvent engendrer de fortes
perturbations d’expression génique (perte ou sur expression). L’hyperméthylation des ilots en
amont de ces séquences permettrait de juguler leur activité transcriptionnelle. Ainsi, la
méthylation de I’ADN contribue a la stabilité du génome. Le role de la méthylation de I’ADN
est aussi de réguler I’expression génique, via I’activation ou la répression de la transcription’>.
En effet, I'impact de I'apposition des groupements méthyles sur ces CpG varie selon le
contexte génomique de(s) I'llot(s) concerné(s). La méthylation des flots CpG situés dans le
promoteur d’un géne réprime sa transcription®?, alors que celle située dans le premier exon

semble plut6t I'activer.

La méthylation de I’ADN est un processus dynamique, sous controle d’'une famille d’enzymes,
ayant des fonctions spécifiques : les DNMT (DNA MethylTransferase). La méthylation de novo
est assurée par les DNMT3a et DNMT3b. Ces deux enzymes ne sont pas exprimées dans les

mémes tissus et/ou au méme stade de développement. La méthylation dite de « maintien »,
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assurée par la DNMT1, permet la méthylation des brins néosynthétisés au moment de la
réplication de I’ADN. Cette fonction est capitale puisqu’elle assure [’héritabilité de
I'information épigénétique au cours de la mitose. A contrario, il existe aussi des systemes
enzymatiques impliqués dans la déméthylation ; ces systemes sont complexes et dépendent
de la phase physiologique pendant laquelle ils sont activés. La famille d’enzymes TET (Ten-
Eleven Translocation) est impliquée dans des phénomeénes d’hydroxylation de la méthylation
et la mise en place de 5-hydroxymethyl cytosines est considérée aujourd’hui comme une

marque épigénétique a part entiére.

2.2) Impact sur la fertilité

Au cours de la différenciation gamétique, une vague de déméthylation massive (mais pas
totale) intervient dans les PGCs lors de leur migration vers les crétes génitales, écrasant leur
profil épigénétique « pseudo somatique » pour un profil épigénétique de cellules souches.
L'apposition de nouvelles marques de méthylation est ensuite dépendante du sexe de
I'individu et de la présence de DNMT3A/DNMT3B, enzymes responsables de la méthylation
de novo et du cofacteur DNMT3L, dépourvu d’activité de methyl transfert, mais nécessaire a
celles des DNMT3A et 3B. Chez la souris, une perte de fonction des DNMT3A, 3B ou 3L conduit
a des désordres importants de la spermatogenése, pouvant aller jusqu’a la stérilité (arrét en
méiose de la lignée germinale, apoptose des spermatocytes ou une absence de méthylation
de novo). Chez 'homme des polymorphismes de séquences identifiées au niveau des
séquences codantes des genes DNMT sont associés a des spermogrammes anormaux et a une

stérilité®2.

De multiples études ont montré un lien entre défaut de méthylation de I’ADN et altérations
spermatiques chez ’lhomme, avec un focus particulier sur les genes soumis a empreinte. Par
exemple, une hypo-méthylation d’IGF2 et une hyper-méthylation de MEST ont été observées
dans une cohorte de patients oligozoospermiques®*?4. Une faible ou une absence de
méthylation sur le locus IGF2/H19 est synonyme d’une semence de mauvaise qualité (baisse
de mobilité) et faiblement concentrée®. La méthylation des promoteurs de quelques génes
impliqués dans la spermatogenése a également été analysée, montrant des altérations de
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méthylation des promoteurs de DAZL, et CREM chez des patients infertiles®®%. Une étude a
comparé le méthylome spermatique d’hommes normozoospermiques fertiles et infertiles,
mettant en en évidence 2752 CpG présentant un profil de méthylation altéré au niveau de
CpGs hyperméthylés dans les spermatozoides®®, suggérant une implication de la méthylation

dans l'infertilité idiopathique.

3) Les petits ARN non codants
Le dogme central de la biologie moléculaire esquissé en 1957 par Francis Crick et revisité en
1965 par James Watson, postule que I'information génétique, codée dans I'’ADN, est transmise
a partir des acides nucléiques vers les protéines, ce qui est souvent résumé par « I'ADN produit
I'ARN et I'ARN produit la protéine ». Si ce dogme est toujours valable concernant les ARN
messagers transcrits par I’ARN polymérase a partir des génes codants, on sait aujourd’hui qu’il
existe plus de 600 familles d’ARN non-codants répertoriées dans des bases de données
comme Rfam ou RNAdb. Ces familles difféerent par leur structure (linéaire, tige-boucle ou
circulaire) et leur longueur (de quelques bases a plusieurs centaines). On distingue les petits
(<200 nucléotides) et les longs (>200 nucléotides) ARN non codants. Par ailleurs, ces ANR
peuvent subir des modifications post-transcriptionnelles, comme le phénoméne d’édition d{i
a diverses enzymes qui modifient 'ARN, notamment en transformant |'adénosine (A) en

inosine (I) ou la cytosine (C) en uracile (U).

Les petits ARN non codants (sncRNA) se subdivisent en deux catégories : les sncRNA
structurants et les sncRNA régulants’. Les sncRNA structurants sont généralement exprimés
de maniére constitutive et sont indispensables pour le fonctionnement normal de la cellule. Il
s’agit par exemple, des ARN ribosomiques (rRNA ; constituant les ribosomes) ou des ARN de
transfert (tRNA ; apportant les acides aminés lors de la traduction). Les sncRNA régulants sont
exprimés de maniére spécifique, répondant a des stimuli particuliers (étape du
développement, différenciation ou réponse spécifique a I'environnement). Les microARN
(miRNA), les piwi ARN (piRNA) ou encore les ARN circulaires (circRNA) font partie de ce second
groupe d’ARN.

Certaines de ces familles sont étudiées depuis fort longtemps, comme les ARN de transfert ou

ribosomiques, tandis que d’autres sont étudiées depuis une trentaine d’années (miRNA) ou
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plus récemment encore comme les ARN circulaires (depuis 2012). Leur biogenese, leurs roles
ou leurs mécanismes d’action ont été étudiés chez la souris, chez 'homme ou chez les
organismes modeles (C. elegans, drosophile...). Bien que certaines données existent chez les
bovins, I'état des connaissances dans cette espéce est nettement moins avancé. Les
paragraphes suivants détailleront pour les principales familles de sncRNA les informations
publiées concernant leur formation, leurs rdles et leurs mécanismes d’actions utilisés. Leur
implication dans la spermatogenése ou le développement embryonnaire sera abordée dans

un paragraphe spécifique.

3.1) Les microARN (miRNA)

Parmi les sncRNA, les miRNA représentent la famille la plus étudiée. Au début des années
1990, le premier miRNA, lin-4 a été identifié chez le nématode Caenorhabditis elegans. Tout
d’abord étiqueté comme ARNm codant une protéine régulant le développement, il a été
ensuite établi que lin-4 n’existait que sous la forme d’une courte séquence d’ARN de 22
nucléotides dépourvue de phase codante!®. Par contre, cette courte séquence pouvait se lier
a un autre ARNm, Lin-1419, Cette liaison empéchait toute production de la protéine. Alors que
lin-4 est spécifique de C. elegans, la découverte de let-7 chez de trées nombreuses espéces,
dont ’'Homme??!, a permis d’établir I'existence de petites séquences transcrites ayant un role
régulateur, ouvrant un nouveau champ d’investigation concernant la régulation de
I'expression génique. Dés lors de nombreuses recherches ont été menées conduisant a
I'identification de plusieurs milliers de miRNA. Le graphique représentant le nombre d’articles

publiés contenant le terme « miRNA » est éloquent (figure 20).
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Figure 20 : Nombre de publications contenant I'occurrence « miRNA ».
Les sncRNA et en particulier les miRNA, sont de plus en plus étudiés depuis le début des années 2000. Source
PubMed (https.//pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Andrew Fire et Craig Mello a l'origine des travaux d’interférence par I'ARN, ont été
récompensés en 2006, par I'attribution du Nobel de médecine, reconnaissant ainsi I'impact
scientifique tres important qu’a eu cette découverte. Avec le nombre croissant d’études
portant sur I'identification de ces sncRNA, la communauté scientifique s’est organisée pour
regrouper, annoter et mettre a disposition une base d’information sur les miRNA. Aujourd’hui,

miRBase'®? (http://www.mirbase.org ; release V22.1, octobre 2018), recense plusieurs milliers

de miRNA connus dans 271 organismes différents, dont 2654 chez ’lhomme, 1978 chez la
souris ou 1025 chez le bovin. Chez les ruminants, un consortium de chercheurs INRAE a

constitué la base RumimiR, regroupant les miRNA publiési®® (http://rumimir.sigenae.org)

chez les bovins, ovins et caprins. Toutefois, peu ou pas d’informations sont disponibles
concernant le contenu en miRNA (et plus largement en sncRNA) des spermatozoides bovins.
Une seconde initiative, concernant cette fois-ci les scnRNA du spermatozoide, a vu le jour en

2016%%*, SpermBase (http://spermbase.org/index.php) regroupe les listes de sncRNA publiés

chez ’homme, la souris et le rat.

Les miRNA sont devenus en quelques années un domaine d’étude prometteur en thérapie et
en particulier en cancérologie, de par une meilleure compréhension des mécanismes
impliqués dans I'établissement de la tumeur, la recherche de variation d’expression de ces
miRNA comme marqueurs de la présence des cellules tumorales!® ou encore en étudiant les
possibilités des RNA interférences pour bloquer I'expression de génes déléteres. C'est le cas
par exemple pour la tumeur de Wilms'® ou pour I'ostéosarcome!?’, ou I'analyse de
I'expression de certains miRNA signe ces tumeurs. Au-dela de la cancérologie, d’autres
domaines de la médecine utilisent les sncRNA comme biomarqueurs d’un traumatisme dont
I'origine peut étre diverse (mauvaise pratique du sport, stress thermique...)!%, ou pour

diagnostiquer rapidement une infection virale ou bactérienne®.

3.1.1) Biogenese et régulation de I'expression des miRNA
Prés de la moitié des séquences codant les miRNA sont situées en régions intergéniques, la

seconde moitié étant localisée dans des régions codantes, principalement dans les introns ou
dans les régions UTR, La majorité des miRNA sont « isolés », mais certains sont organisés
en « cluster » et transcrits de concert (par exemple le cluster de miRNA porté par le

chromosome 21 chez le bovin figure 21).
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Figure 21 : Exemple d’organisation génomique en « cluster » de certains miRNA positionnés sur le chromosome
bovin 21

(https://www.ensembl.org).

Les miRNA sont transcrits par I’ARN Polymerase Il en longs précurseurs ayant une structure
caractéristique de « tige-boucle », appelés pri-miRNA, Un méme pri-miARN peut servir de
précurseur a un miRNA (mono-cistronique) ou a plusieurs (poly-cistronique). La transcription
du pri-miARN peut étre déclenchée par la transcription puis la maturation de I’ARN
messager!®%110 de leurs génes hotes lorsque le pri-miARN est intronique, ou étre déclenchée
indépendamment par des promoteurs dédiés. Ces précurseurs sont ensuite pris en charge par
DROSHA1!!, Cette enzyme, associée a DGCR8 (une enzyme de liaison a I’ARN), va entreprendre
le clivage du précurseur en libérant les séquences flanquantes. Il en résulte une séquence en

épingle a cheveux de 70 a 80 nucléotides de long appelée pré-miRNA (figure 22).
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Figure 22 : Les miRNA de la forme native a la forme mature.

Exemple du bta-miR-100. La forme native, nouvellement transcrite, est appelée pri-miRNA (A). Elle va subir

différentes maturations, passant par la forme pré-miRNA (B) puis miRNA doubles brins (C), avant d’atteindre sa
forme mature 5’ ou 3’ simple brin (D). @Allice
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Cet intermédiaire est alors pris en charge par I'Exportine 5 pour étre exporté hors du noyau
jusque dans le cytoplasme, ou la boucle de I'épingle sera clivée par la protéine DICER associée
a TRBP, une autre protéine de liaison a ’ARN!2, || en résulte un complexe de deux brins d’ARN,
imparfaitement complémentaires, d’une vingtaine de nucléotides (la taille est variable en

fonction du miRNA), qui se séparent pour former les brins matures (figure 23).
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Figure 23 : Les miRNA, de leur biogenese a leur fonction.

Les miRNA sont transcrits par 'ARN polymerase Il. La forme native appelée pri-miR est pris en charge par DROSHA
qui va tronquer les extrémités non complémentaires. Cette forme intermédiaire, appelée pré-miR est alors
exportée hors du noyau. Leur tige boucle sera alors éliminée par DICER, pour former une séquence double brins
d’environ 22 nucléotides. Le brin mature est ensuite chargé dans le complexe protéique RISC. Cet ensemble par
complémentarité de séquence entre le miRNA et ’ARN messager régule sa traduction en le séquestrant et/ou en
le clivant. @Allice

L’existence d’isoformes, appelées isomiR, induit une variabilité supplémentaire des miARN
(figure 24). En effet, les miARN sont sensibles a des transformations post-transcriptionnelles
telles que des substitutions de nucléotides'!?, I'ajout d’adénine ou d’uracyle a I'extrémité 3’
du transcrit'4, le raccourcissement de I'extrémité 3’ du transcrit''®> ou 'ajout de nucléotides
en 5’116 Ces isomiR ont été décrits dans tous les tissus dans lesquels des miRNA canoniques
ont été identifiés et une signature tissus-spécifique d’isomiR a été montrée''”118 En effet, les
types d’édition et leur fréquence varient selon les tissus ou les stades de développement,

certains miRNA y étant plus sensibles que d’autres (tout du moins chez ’lhomme, C. elegans
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et la souris). C’'est le cas des miR-100, miR-146a, miR-151-3p, miR-143, miR-331-3p, miR-23b,
miR-24, miR-222, miR-199a-3p et miR-1308 qui présentent chez I’homme plus de variants que
les autres miRNA canoniques *°. Par ailleurs, I'ajout de nucléotide(s) en 3’ n’est pas le fruit du
hasard!®, mais résulte de I'action d’au moins 7 nucléotidyl transferases, (telles que PAPD4 ou
I'uridyltransferase)'?. Plusieurs éléments laissent a penser également que les isomiR ont un
réle fonctionnel''’. D’une part, leur présence dans les complexes RISC a été montrée par des
étude de coprécipitation avec les protéines argonautes'?®. D’autre part, les travaux de Tan et
al. publiés en 2014, ont démontré, en utilisant un systeme de gene rapporteur luciférase
couplé au 3’ UTR d’un gene cible du miRNA-9 (CDH1) ou de I'un de ses isomiR (DNMT3B), que

le miRNA et son isomiR ne régulaient pas forcément I'expression des mémes cibles!?®.

bta-chr29_51574

5pmommsA{ UGGGCGGGCUGGGAUCCUGGGC

UGGGCGGGCUGGGAUCCUGGGCA

CUGGGCGGGCUGGGAUCCUGGGCG
CUGGGCGGGCUGGGAUCCUGGG
CUGGGCGGGCUGGGAUCCUGGGC
CUGGGUGGGCUGGGAUCCUGGG
CUGGGUGGGCUGGGAUCCUGGGC

CanonicalmR  CUGGGCGGGCUGGGAUCCUGGGC

Pre-miRNA  CUGGGCGGGCUGGGAUCCUGGGC

..CUGGGCGGGCUGGGAUCCUGGGC .. Ref.Genomic Sequence
.CUGGGTGGGCUGGGAUCCUGGGC .. Alt. Genomic Sequence

} Non-templated addition

3p isomiRs

} Polymorphic isomiRs

Figure 24 : Les différentes éditions d’un miRNA canonique : les isomiR.

Exemple du miRNA putatif bta-chr29_51574. Un miRNA dit canonique représente en réalité plusieurs séquences
variant en générale d’une base. Ces éditions peuvent avoir lieu en 5%, en 3’ ou méme a l'intérieur de la séquence.
Une partie de ces éditions est liée a du polymorphisme de séquence. Pour le reste, ces éditions semblent étre
spécifiques. @Allice

3.1.2) Mécanismes d’action et réle des miRNA

Le brin mature « sens » (5’-3’) interagit avec Ago2, une protéine de la famille des argonautes,
pour composer le complexe RISC (RNA-induced silencing complex). Le second brin,
« antisens » (3’-5’) peut également agir comme un miRNA mature, ou étre dégradé. D’un point

de vue nomenclature, ce miRNA est appelé miR-xx-3p alors que celui formé de la séquence
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« sens » porte le nom de miR-xx-5p. Le complexe RISC reconnait alors ’ARNm cible par
complémentarité de séquence avec celle du miRNA mature, provoquant le clivage de I’ARNm

cible ou le blocage de la traduction?”-121-123,

Le miRNA peut étre subdivisé en 2 parties : la « seed » (du nucléotide 2 au nucléotide 8) et le
corps (du 9¢ au dernier). La région « seed » joue un role majeur pour la reconnaissance et
I’appariement entre le miRNA et I’ARNm cible!?4, alors que le corps permettrait d’orienter le
choix du type d régulation®: si la complémentarité est totale, 'ARNm serait détruit par
I"activité catalytique des AGO'?>; dans le cas contraire, la régulation résulterait plutdt d’un

blocage de la traduction.

Les miRNA sont également soumis a des systemes de régulation de leur activité. Au-dela de la
régulation de leur transcription, leur maturation peut également étre contrélée empéchant la
formation des brins matures. C'est le cas pour Let-7, pour lequel la liaison de la protéine LIN28,
au niveau de la tige boucle, inhibe sa maturation?®. Let-7 est ensuite dégradé par le
recrutement d’une autre protéine, TUT4'%’, Un dernier systéme de régulation de I'expression
des miRNA a été découvert il y a quelques années. Il s’agit d’une autre famille de petits ARN
non codants, les ARN circulaires, qui agiraient comme des éponges a miRNA. Cette famille est

décrite plus en détail dans les paragraphes suivants.

128 ot ont donc un rdle crucial dans la plupart des

Les miRNA cibleraient environ 60% des génes
processus biologiques (prolifération, développement, différenciation, réponse au stress,
adhésion cellulaire, mobilité, apoptose...). Il n’est donc pas étonnant que le KO constitutif de
DICER chez la souris entraine une létalité embryonnaire'?°. De méme des KO tissus spécifiques
démontrent un role des miRNA dans |'organogenése et le maintien d’'un grand nombre de

tissus et d’organes (peau, follicules pileux (figure 25), coeur, poumon, muscle ...)13%131 g3insi

que le maintien des cellules souches®32,

Figure 25 : Perturbation important du systéme pileux chez la souris mutante du géne Dicer'3!

Une KO spécifique du géne DICER dans les cellules de I'épiderme conduit a la génération de souris présentant des
désordres importants du systeme pileux.
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3.2) Les piRNA
Vers la fin des années 90, un ensemble de protéines, alors appelées PIWI (P-element induced
wimpsy testis), a été identifié dans les cellules souches germinales de Drosophila
melanogaster, avant d’étre également aussi décrit chez d’autres espéces’33. Ces protéines
nucléaires appartiennent aussi a la famille des Argonautes!3*. Chez la souris, il existe trois PIWI
protéines : MILI, MIWI 1 et 2, exprimées différentiellement selon le sexe de I'animal. En effet,
MILI existe dans les 2 sexes, alors que les MIWI sont exprimées uniquement dans la lignée

germinale male. Les protéines PIWI comportent 4 domaines : N-terminal, PAZ, MID et PIWI.

Quelques années plus tard, plusieurs publications!3313> font état de petits ARN qui se lient a
ces protéines. C'est la découverte des piRNA, de petits ARN non codants de 26-33 nucléotides,
présentant une méthylation de leur extrémité 3’, ainsi qu’une base uridine a leur extrémité
5. Les piRNA, étudiés principalement chez la Drosophile et chez la souris, demeurent

mystérieux et des investigations supplémentaires restent nécessaires.

3.2.1) Biogenése des piRNA

La biogenese des piRNA est totalement différente de celle des miRNA (figure 26). Elle implique
deux voies distinctes : la biogenése « primaire » et le cycle « ping-pong »*3¢. Il semble que
certains piRNA, comme ceux produits dans les cellules germinales au stade pachyténe, soient

exclusivement produits via la premiére voie®¥’.

Les piRNA sont produits a partir de transcrits précurseurs codants pour des clusters de piRNA.
Ces précurseurs sont exportés dans le cytoplasme et découpés en intermédiaires de piRNA
par 'endonucléase ZUC qui, en association avec des cofacteurs tels que VRET, MINO ou GASZ,
découpe le brin en 3’ tous les 25 a 35 nucléotides, au niveau d’une uracile, générant la
particularité de structure 5’ 1U. Dans la voie primaire, ces intermédiaires sont pris en charge
par PIWI, et divers mécanismes (coupure 3’ par Trimmer, méthylation par Hen1) permettent

de générer I'extrémité 3’ méthylée des piRNA matures dits « primaires »36,

Le cycle « ping-pong » est initié par la protéine AUB associée a un piRNA primaire 1U. Par
complémentarité de séquence, ce complexe dirige le clivage 5’ du rétrotransposon ciblé, au
niveau du nucléotide qui s’apparie avec le 10e nucléotide du piRNA. Le fragment 5’ est éliminé,
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alors que le fragment 3’ constitue un nouveau piRNA sans biais de séquence 1U, mais avec
une Adénosine en position 10. Ce nouveau piRNA, dit piRNA « secondaire », est pris en charge
par Ago3 et son extrémité 3’ est maturée par Trimmer et Hen1. Ce nouveau complexe cible et
clive a nouveau le long transcrit primaire de piRNA, libérant un nouveau piRNA 5’ 1U et initiant

un nouveau cycle!38,
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Figure 26 : Biogénése des piRNA*3®.

La biogenése des piRNA implique deux voies distinctes : La production de piRNA dit « primaire » et présentant
un U en premiére position (5p). Cette voie fait intervenir principalement la protéine ZUC qui clive tous les 25 a
35 nucléotides le long transcrit primaire de piRNA. La production de piRNA dit « secondaire » au cours du cycle
« ping-pong » et présentant une A en position 10. Cette seconde voie fait intervenir principalement AGO3 et AUB
qui génerent des séquences de piRNA primaire et secondaire en clivant soit des transposons soit des longs
transcrits primaires de piRNA.
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3.2.2) Réles et mécanismes d’action

Les piRNA ont été initialement identifiés exclusivement dans la lignée germinale des animaux
133 suggérant un réle essentiel dans le développement des gamétes. Le premier rdle attribué
a cette famille de petits ARN non codants est de lutter contre I'instabilité du génome, par la
répression des transposons!34. Les éléments transposables peuvent en effet se dupliquer et
se transloquer tout au long du génome, provoquant des insertions dans des exons, conduisant
a une protéine non fonctionnelle ou dans les 3" UTR, dérégulant I'expression du gene. lls
engendrent également des cassures de ’ADN'3%, Une fois captés par les PIWI protéines dans
le cytoplasme et retournés dans le noyau, ces complexes sont capables a la fois de reconnaitre
les séquences transposables et de recruter les DNMT3L, 3A et 3B, afin d’induire localement
une méthylation de I'ADN et bloquer ainsi toute activité de ces séquences (LINE1 ou
LTR133.134137,140) " || semblerait également que les complexes PIWI-piRNA répriment
I'expression des transposons par des modifications locales de la condensation de la
chromatine!®® due au recrutement de facteurs apposant des modifications post-
traductionnelles des histones répressives (histone methyltransferase Egg, WDE, MAEL). Ces
actions conduisent a la fermeture locale de la chromatine, réprimant donc I'expression du

transposon.

Mais depuis quelques années, I'existence d’une faible quantité de piRNA et/ou séquences
dites « piRNA-like » présentant les mémes caractéristiques que des piRNA a également été
montrée dans les cellules somatiques'3®. Cette découverte s’accompagne également d’un
nouveau role fonctionnel associé aux piRNA. En effet, certains piRNA identifiés chez plusieurs
espéces, ne sont pas complémentaires d’éléments transposables3® et seraient plutdt
impliqués dans la régulation de I’expression génique, via I'activité catalytique médiée par I'un
des domaines des PIWI protéines'3>. Chez la souris, cette activité catalytique est réalisée par

une deadenylase en interaction avec MIWI, CAF1133:135,
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3.3) Des ARN de transfert aux tRFs

Les ARN de transfert jouent un role central dans la synthése protéique chez les procaryotes,
et les eucaryotes. Leur structure et leur fonction font partie des systemes les plus conservés
du monde biologique. L’architecture des génes a ARNt ne ressemble pas a celle des autres
sncRNAL, Chez les eucaryotes, une structure particuliére appelée « Permuted genes » est
observée. Dans cette structure, les régions 3’ et 5" de I’ARN proviennent du méme locus, mais
sont en position inverse. Suite a la transcription, le brin se replie et les deux parties

complémentaires s’associent pour former I’ARNt*4L,

3.3.1) Biogenése des tRFs

Les tRFs sont des molécules qui dérivent du clivage des ARNt cytoplasmiques et
mitochondriaux matures ou du transcrit précurseur. Cing types structuraux de tRFs ont été
décrits : les moitiés d'ARNt (5’-tRH, 3’-tRH) relativement longues (30-35nt) et les fragments
courts (18-22nt) tRF5, tRF3 et i-tRF (Figure 27)2143 |Is résultent de I'action de diverses

enzymes telles la RNase Z, la RNase P, DICER ou I’Angiogenine'#4,

tRNA4174-LeuAAG tRFs

RF5 < S <77 C..i% D tRF3
TP 1svaant B

*+ T-Loop

D-Loo o
P RF L

" 34RH

5tRH *
‘ ‘< 30735nt:

Anticodon-Loop

Figure 27 : Biogenese des fragments d’ARNLt.

Un ARNt est composé classiquement de plusieurs structures tige-boucles (appelées D-Loop, T-Loop et Anticodon-
Loop). Ces structures peuvent étre clivées par différentes endonucléases (DICER, RNase Z ou I’Angiogenine). Les
fragments obtenus constituent les « tRFs ». Suivant le site de coupure, leur nomenclature est différente. Ces
fragments peuvent étre pris en charge par un complexe de type RISC pour réguler la traduction de certains ARN

messagers.
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3.3.2) Rbles et mécanismes d’action

De plus en plus d’études, portant sur différentes espéces, présentent I'implication spécifique
des tRFs dans la réponse de I'organisme a un stress, la signalisation cellulaire via les vésicules
extracellulaires, la réponse aux infections virales et les désordres neurologiques'*>4¢, Leur
expression augmente par exemple lors de I'infection par le phage T4 chez E.coli, sous I'effet
d’une privation de nutriments, en cas de stress oxydatif important, ou tout simplement au
cours du développement normal de I'organisme (bactérie et champignon)*43. Par ailleurs, les
tRFs semblent jouer un rdle dans l'interférence de I'ARN, en particulier dans la suppression
des rétrovirus et des rétrotransposons qui utilisent I'ARNt comme amorce de réplication. Plus
particulierement, certains tRF3 permettraient de bloquer la rétrotranscription des
rétrotransposons a LTR, constituant un deuxiéme niveau de contréle lorsque le blocage de la
transcription par la méthylation des histones (H3K9me3) est levé, par exemple lors de la

reprogrammation épigénétique de I'embryon préimplantatoire de souris'*’.

De plus ces tRFs peuvent étre captés par les argonautes AGO2 (mammiféere), AGO3 ou AGO4
afin d’exercer une régulation de la transcription de type miRNA%%143 Globalement, les tRFs
ont une action dans de nombreux processus biologiques dont les mécanismes restent a

élucider.

3.4) Des ARN ribosomiques aux rsRNA

3.1.1) Biogenése des rsRNA

L’ARNr est transcrit dans le nucléole, a partir de quelques longues régions de I’ADN (chez
I’'homme environ 43kb), par '’ARN polymérase | en un long précurseur, le pré-ARNr 47S. Ce
pré-ARNr va subir une succession de clivages endonucléolytiques, de digestions
exonucléolytiques et de modifications (pseudo-uridylation, méthylations) faisant appel aux
« small nucleolar RNA » (snoRNA), pour donner naissance aux ARNr matures 18S, 5.8S et
2858 L’ARNr 5S, troisitme ARNr de la grande sous-unité ribosomique, est transcrit
indépendamment par I'ARN polymérase lll. Ces ARNr forment les deux sous unités du
ribosome : SSU, small subunit, formée par I’ARNr 18S et LSU, large subunit, formée par les

ARNr 5S et 285149,
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De nombreux fragments dérivés de I’ARNr ont été identifiés par séquencage NGS dans
différents types cellulaires et pendant le développement, considérés initialement comme des
produits de dégradation et écartés des analyses. Toutefois, Wei et al.1>® ont montré que 70%
de ces rsRNA provenaient de I'ARNr 28S et Chen et al.*>! ont découvert que les rsRNA n’étaient
pas distribués au hasard le long de I'ARNr 28S, mais au contraire étaient significativement
enrichis aux extrémités 5' (rRF5) et 3' (rRF3). Cela suggére une production par un processus
endonucléolytique spécifique plutot qu’une digestion exonucléolytique aléatoire. La
biogenése de ces fragments fait vraisemblablement appel a des voies paralléles utilisant les
mémes endo- et exonucléases que celles utilisées pour les étapes de clivage et de maturation
des ARNr. L’ARN 28S peut également donner naissance a des miRNA ou des piRNA via les
voies « miRNA-like » et « piRNA pathways » correspondant a des modifications atypiques®?.
Les fragments d'ARNr 5.8S seraient quant a eux produits a partir soit de I'ARNr mature, soit
de précurseurs d'ARNT, selon un processus similaire a celui donnant naissance aux tRF (clivage
par la RNase Z), ou par un processus similaire a celui décrit pour les miARN et impliquant une

ou plusieurs endoribonucléases de type Dicer>?,

3.1.2) Réles et mécanismes d’action

L'expression des rsRNA a été associée a des désordres métaboliques et aux processus
inflammatoires chez la souris'>®1>3154 Leur expression varie selon le stade de développement
ou I'état de stress 1°>1%6_ Les travaux de Guan et al. montrent dans un contexte age-dépendant
gue les rsRNA sont présents dans les complexes argonautes formés par AGO1 et AGO2 (figure
28) et des prédictions bio-informatiques indiquent qu’ils peuvent cibler des ARNm impliqués
dans une grande variété de processus biologiques®>’. Mais leur importance fonctionnelle et

biologique reste a étudier en détail.
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Figure 28 : Biogenése des fragments d’ARNr*>’.

Les fragments d’ARNr générés par le clivage d’ARN ribosomiques, appelés « rRFs » peuvent étre pris en charge
par un complexe de type RISC pour réguler la traduction de certains ARN messagers.
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3.5) Les autres familles de petits ARN non codants

D’autres familles de petits ARN non codants régulants ou structurants existent. Comme par
exemple les « small nucleolar RNA », autrement appelés snoRNA, qui représentent une large
sous-famille d’ARN non codants, présents dans toutes les cellules eucaryotes. Comme

mentionné ci-dessus, ils jouent un role central dans la biogenese des ribosomes.

La derniere famille a avoir été identifiée est celle des ARN circulaires (circRNA). Ces ARN sont
caractérisés par une liaison covalente entre leurs extrémités 3’ et 51°%. Il semble que le
génome des animaux exprime une quantité importante de circRNA>°. Peu de données sont
publiées concernant leur réle fonctionnel. Mais certaines études mettent en avant un réle
« d’éponge » a miRNA. En séquestrant les miRNA, leurs ARNm cibles ne se sont pas réprimés
et leur traduction en protéine peut donc avoir lieu'®. Chez le poulet I’ARN circulaire circSVIL,
promeut le développement des muscles squelettiques embryonnaires par la séquestration du
miR-203%1, Rien qu’en 2018, plus de 160 travaux ont été publiés concernant I'implication de
ces ARN circulaires dans l'initiation ou le développement de tumeurs, démontrant le niveau
d’intérét porté a ces circRNA. Il semblerait également que ces ARN soient transmis au sein de
vésicules extracellulaires d’un tissu a I'autre’®2. Un autre point intéressant concerne le fait
gu’il semble y avoir bien plus d’interactions (prédiction in silico) entre les isomiR et les circRNA

qu’entre les miR canoniques et ces mémes circRNA63,

Cette strate supplémentaire dans la régulation de I’expression génique n’est pas spécifique au
régne animal. En effet, un systéme équivalent a été décrit chez les plantes, avec par exemple

le rdle de I’ARN non codant IPS1 séquestrant le miR-39964,

4) Les petits ARN non codants au cours de la spermatogenese

La spermatogenése est un processus finement régulé qui s'accompagne de vagues de
transcription, produisant un profil transcriptionnel spécifique a chaque stade'®>1%, Ainsi, un
groupe spécifique de genes est induit dans les spermatogonies en mitose, des génes

méiotiques sont exprimés dans les spermatocytes, et de nombreux génes nécessaires a la
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différenciation sont induits dans les spermatides. Les sncRNA ayant un role clé dans la
régulation de I'expression génique, leur intervention dans le processus de spermatogenese a
naturellement été étudiée. Plusieurs classes de sncRNA ont pu étre identifiées dans les
spermatozoides, avec des différences de composition selon les stades de la spermatogenese
et de la maturation, comme illustré sur la figure 29%%7. Il s’agit principalement de piRNA,

miRNA, tsRNA et rsRNA.
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Figure 29 : Diversité des sncRNA dans les cellules germinales mdles murines.
Distribution relative des principaux sncRNA dans les cellules germinales au cours de la spermatogenéses et post
testiculaire®®.

Le rbéle majeur des piRNA et des miRNA est illustré, par exemple, par les défauts de
spermatogéneése observé chez les souris aprés invalidation de I'un ou I'autre des genes codant
pour les protéines PIWI (souris KO MIL, MIWI2 ou MIWI)*® ou I'effet délétére sur la
spermatogeneése et la fertilité male de l'invalidation de DICER dans la lignée germinale et les

cellules de Sertolil?/168-170,

Ce paragraphe décrit les fonctions remplies par les sncRNAs du spermatozoide testiculaire au
cours de la spermatogeneése, sachant qu’en dépit d’avancées majeures, d'importantes zones

d’ombre persistent concernant les mécanismes moléculaires mis en jeu.

4.1) Role des miRNA

La présence de DICER, d’Ago2, Ago3 et des miR-21, let-7a et miR-122a dans le corps

171

chromatoide des cellules germinales males'’!, la découverte de nombreux miRNA dans ses
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cellules'’? et les variations d’expression observées entre stades (figure 30)!/ a trés tot suggéré

un réle des miRNA dans la régulation de la spermatogenése.
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Figure 30 : Liste de miRNA impliqués dans la spermatogenése chez la souris (figure adaptée®’).

Différents exemples d’implication des miRNA dans la spermatogenése sont illustrés dans cette figure. Que ce soit
a des stades précoces ou au cours de la spermiogenése, les miRNA semblent jouer un réle primordial dans la
bonne conduite de la spermatogenése.

Mais la création de souris « floxées » permettant I'invalidation conditionnelle de DICER dans
les cellules germinales constitue la premiére preuve de leur réle. Ainsi, I'inactivation
postnatale de DICER dans la lignée germinale n’a pas d’impact sur la viabilité des souris, mais
les males adultes présentent des testicules deux fois plus petits et produisant moins de
cellules haploides (les spermatocytes entrent en grande partie en apoptose), démontrant le
role des miRNA a la fois dans les processus de prolifération des cellules germinales et dans la
différenciation en spermatogonies. Par ailleurs, des problémes importants de conformation

du spermatozoide ont été observés (élongation, organisation de la chromatine, compaction
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et formation du flagelle défectueuse), aboutissant a d’'importantes anomalies morphologiques

(voir figure 31)%68,

Figure 31 : Anomalies morphologiques du spermatozoide murin délété du géne Dicer®.

Une perturbation de I'expression de DICER conduit a de fortes perturbations de la spermatogenese. Au-dela du
faible nombre de spermatozoides retrouvé dans I’épididyme, des anomalies de conformation de la téte (fleches
noires) et de la piéce intermédiaire (fleches rouges) sont également observées.

De méme, I'invalidation de miR-34b/c et miR-449 (souris double KO miR-34bc” et miR-4497")
induit une stérilité et I'analyse histologique des testicules montre une réduction drastique du
nombre de spermatozoides produits, une perte de motilité et la présence d’anomalies
morphologiques prononcées (décapitation; figure 32)7%. Il s’agit dans ce cas d’une
oligoasthénotératozoospermie. L’analyse transcriptomique réalisée dans I'étude a mis en
évidence quelques genes dérégulés dans les spermatocytes sans pour autant établir un lien
direct entre I'absence de ces miRNA, la dérégulation de ces génes et la perturbation majeure
de la spermatogenese. De facon intéressante, la simple délétion d’un seul de ces deux miRNA
n’a pas permis d’obtenir le méme phénotype d’infertilité, mettant en lumiére les possibles
redondances entre certains miRNA. Chez 'Homme, 7 miRNA (miR-34c-5p, miR-122, miR-146b-
5p, miR-181a, miR-374b, miR-509-5p, miR513a-5p) ont été associés a des cas d’infertilité

masculine, notamment dans des cas d’azoospermie et d’asthénozoospermie?’.
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Figure 32 : Perturbation de la spermatogenése chez les souris KO en miR-34bc et miR-449a’°.

Une délétion des miR-34bc et miR-449a entraine une diminution trés importante du nombre de spermatozoides
produits (D) et une augmentation du nombre de spermatozoides décapités (E).
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De fagon générale, les miRNA interviennent dans la régulation de la différenciation des cellules
souches spermatogoniales (CSS). Par exemple, miR-20, miR-21, miR-34c, miR-100, miR-106b,
miR-146a, miR-182, miR-183, miR-222 et miR-383 sont préférentiellement exprimés dans les
spermatogonies de type A. Chez la souris, miR-21 représente environ 11% de I’expression des
miRNA dans les spermatogonies et son inhibition transitoire dans des spermatogonies en
culture entraine une augmentation de I'apoptose et donc une réduction du nombre de
cellules!’3, démontrant son importance pour le maintien de la population des CSS. De méme,
miR-20, miR-100 et miR-106a se sont avérés essentiels pour le renouvellement des CSS via la
répression de Stat3 et Ccnd1 qui régulent négativement la prolifération des CSS'747>, Un réle
de miR-146a et de miR-221 / miR-222 a également été montré dans le maintien du statut
indifférencié des spermatogonies, via une modulation de l'activité de I'acide rétinoique
(inducteur de la différenciation des spermatogonies) pour miR-146a'’® ou la répression de
cKIT pour miR-221 / miR-222%"7, Une expression de miR-34c a été détectée dans les CSS, ou il
participe a la régulation de la balance prolifération / différentiation des spermatogonies, via
une action sur Nanos2'7®17° et favorisait indirectement le phénotype germinal des cellules

déja engagées dans cette lignéel80181,

De nombreux miRNA interviennent également dans la régulation des étapes méiotiques et la
spermiogenése!’. L’augmentation de I’expression de miR-34c aux stades spermatocyte-
pachyténe et spermatide ronde peut favoriser le processus de méiose via la répression de
Nanos2 et I'augmentation consécutive de I'expression de Stra8, un marqueur de I'entrée en
méiose'®2. Mais miR-34c peut exercer son action via d’autres voies également, car Tgif2
(codant un inhibiteur de Tgff) et Notch2 sont des cibles directes du miR-34c*8! ayant un réle
important dans la spermatogenése : Tgff} inhibe la deuxieme division méiotique de la
spermatogenése!®, tandis que la signalisation Notch favorise la différenciation de la
spermatogonie!®. De facon intéressante, une baisse d’expression de miR-34c a été observée
dans les tissus testiculaires de patients cryptorchides, suggérant I'implication des miRNA dans
les mécanismes physiopathologiques associés!’®. Les miR-214 et miR-29 semblent également
étre impliqués dans la régulation de la méiose chez la souris'®. Les miRNA interviennent par
ailleurs lors de la transition histone-protamine, comme par exemple miR-469 et miR122a qui
ont pour cibles des génes codant pour des protéines de transition comme TNP2186187 (|3

protéine codée par ce gene permet le remplacement des histones par les protamines). Chez
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la Drosophile, miR-8 contrdle I'expression testiculaire du géne codant la mitoferrine, un
transporteur ayant un réle dans le métabolisme mitochondrial du fer, dont I'absence entraine

une réduction forte du nombre de spermatozoides produits!é,

4.2) Role des piRNA

Les piRNA représentent la famille de sncRNA la plus exprimée dans la lignée germinale male.
Plusieurs modeles de souris invalidées ont été créés (Miwi, Mili, Tdrd1, Tdrd9, Mvh, Mov10L1,
Maelstrom, Gasz, PId6, SPOCD1) pour étudier le role des protéines impliquées dans la
biogeneése des piRNA et le fonctionnement des complexes PIWI, qui présentent tous des
anomalies de la spermatogeneésel®134137,140.183 | es phénotypes se manifestent principalement
a deux stades distincts de différenciation spermatogénique, lors de la méiose des

spermatocytes et au cours de la spermiogenése ultérieure des spermatides.

Deux vagues d’expression des piRNA ont lieu dans les gametes males. La premiéere au stade
foetal contribue au maintien de l'intégrité du génome des lignées germinales via I'expression
de piRNA dérivés des rétrotransposons dans les Primordial Germ Cells (PGC) lors de la
déméthylation massive du génome'®123134 " Afin de protéger ces lignées des effets délétéres
des éléments transposables, les piRNA associés aux protéines PIWI reconnaissent par
complémentarité de séquence les éléments transposables pour les dégrader. De plus chez la
souris, MIWI2 appose des marques de méthylation de novo sur les éléments transposables,
via le recrutement de plusieurs facteurs tels que la DNMT3A, DNMT3L et le cofacteur

SPOCD1%° afin d’empécher leur transposition.

Les souris KO montrent une élévation d’expression des transposons et une diminution de la
méthylation de novo des transposons a l'issue de la déméthylation des PGC, au stade pro-
spermatogonies. Mais le phénotype n’apparait qu’au stade des spermatocytes, qui s’avérent
arrétés au stade zygoténe, avec des défauts d’appariement des chromosomes homologues et
une fréquence élevée de cassures double brin de I’ADN. Plusieurs hypothéses ont été
proposées pour expliquer ce phénotype : I'activité des transposons au stade précédent;
I'hypométhylation héritée des pro-spermatogonies peut engendrer une conformation de
chromatine inhabituelle, qui pourrait conduire a des défauts de condensation chromosomique
189

ou de séparation des chromosomes homologues
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La seconde vague d’expression des piRNA a lieu durant la premiere division méiotique au
stade pachytene. Au cours de cette phase, les rétrotransposons, en particulier LINE1,
connaissent une reprise forte d’expression et d’activité s’ils ne sont pas sous contréle des
piRNA!, Chez les souris KO, I’hypométhylation héritée des pro-spermatogonies pourrait
empécher le controle de I'activité de ces rétrotransposons lors des premiéres phases de la
méiose et contribuer ainsi un phénotype observé, d’autant que lors de cette seconde vague,
les piRNA ne sont pas enrichis en séquences dérivés des rétrotransposons. Les souris KO
Tdrd5-/- présentent des testicules plus petits et des tubules séminiféres plus fins, contenant
des spermatogonies et des spermatocytes, mais pas de spermatides allongées!®?. Cet arrét de
la spermiogenese au stade spermatides rondes est également observé chez les mutants
Tdrd4~/-, Tdrd6™/~ et Miwi™~. Chez la souris (MIWI) ou chez ’lhomme (HIWI), une mutation
homozygote située dans le domaine D-Box et empéchant I'ubiquitination et la dégradation
par le systéme ACP/C conduit a une stérilité male'®3, Les protéines PIWI mutées ne sont pas
dégradées et s’accumulent dans le cytoplasme de la cellule, ou elle séquestre RNF8, une
protéine essentielle pour la transition histone-protamine, perturbant la spermatogenese et

conduisant a une stérilité.

Les mécanismes mis en jeu lors de cette seconde vague restent a clarifier puisque le seul role
classique de blocage des rétrotransposons apparait peu probable. Les travaux de Gou et., al'%
chez la souris, ont mis en lumiere que les piRNA pouvaient étre pris dans des complexes pi-
RISC associés a la protéine CAF1l. Ce complexe formé dans les spermatides en cours de
spermiogenése conduirait a la dégradation massive des ARNm contenus dans la cellule. Ces
travaux apportent un nouvel éclairage sur les taux relativement faibles d’ARNm dans le
spermatozoide mature, sachant que I’hypothése actuelle postule que la perte des ARNm est

liée a I’éjection de la gouttelette cytoplasmique proximale au cours du transit épididymaire.

5) Les petits ARN non codants et maturation de la semence

Le spermatozoide post testiculaire étant considéré comme transcriptionnellement silencieux
du fait de I'extréme compaction du noyau spermatique, les sncRNA présents dans le
spermatozoide épididymaire ont été considérés initialement comme un héritage de la

spermatogenése. Mais cette hypothése ne permet pas d’expliquer les évolutions de
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composition du spermatozoide observées durant les phases de maturation épididymaires et
post épididymaires'®’. Le remplacement des piRNA par les tsRNA et, dans une certaine
mesure, les miRNA, suggere des apports exogenes effectués par divers types cellulaires via

des vésicules extracellulaires comme les épididymosomes et les prostasomes.

5.1) Le contenu en sncRNA varie au cours de la maturation

Les spermatozoides épididymaires contiennent, comme les spermatozoides testiculaires, une
grande diversité de sncRNA, principalement les miRNA, piRNA, tsRNA et rsRNA. Les autres
catégories de petits ARN dérivés d'ARN mitochondrial (mitosRNA) et snoRNA ont parfois été
décrites, mais sont moins représentées’®. Au-dela de cette diversité, le contenu en sncRNA
présente une dynamique spatio-temporelle et évolue au cours du transit épididymaire,
présentant des caractéristiques spécifiques a chaque section de I'épididyme, que ce soit chez
la souris ou ’homme. Les proportions relatives des différentes classes évoluent, de méme que

I’expression des sncRNA individuels au sein d’'une méme classe.

Globalement, le contenu en sncRNA, riche en piRNA a I'entrée dans I'épididyme, est
profondément remanié et les tsRNA®> et rsRNA®>3 deviennent progressivement les sncRNA
les plus abondants. Un enrichissement transitoire en snoRNA est observé dans les

spermatozoides au niveau de la téte de I'épididyme®®*

. Les miRNA ne représentent qu’une
faible fraction des sncRNA du spermatozoide épididymaire, mais présentent d’importantes
variations individuelles d’expression entre les différentes sections de I'épididyme?°®. |l est utile
de rappeler que la comparaison entre les études et les sections est rendue compliquée, voire
impossible, du fait des différences de pipelines bio-informatiques, excluant parfois certaines
catégories de sncRNA et modifiant de ce fait les proportions entre classes. Ainsi, selon les
études, le spermatozoide murin épididymaire peut contenir soit plus de 80% de tsRNAY, soit
plus de 80% de rsRNA* | || a également été observé une tendance générale a I'accroissement
de la taille des sncRNA au cours de la maturation, liée a I'émergence d'especes de sncRNA plus
grandes, telles les tsRNA et rsRNA-28S. Par ailleurs, une étude montre I’existence de piRNA au

niveau de la queue de I'épididyme, produits vraisemblablement par la voie primaire, car les

piRNA ne présentent pas d’enrichissement 10A1%,
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Les connaissances acquises dans les 10 derniéres années indiquent que parallelement aux
modifications de leur membrane plasmique (lipides, protéines et glycans) et la poursuite de la
condensation de la chromatine que subissent les spermatozoides pour acquérir leur pouvoir
fécondant au cours du transit épididymaire, les modifications substantielles de la teneur en

sncRNA représentent également un événement biologique majeur de la maturation.

5.2) Origine des sncRNA du spermatozoide épididymaire

Compte tenu du caractére quiescent du noyau spermatique, les modifications de contenu en
sncRNA sont probablement le résultat des interactions continues avec I'environnement
luminal. Plusieurs études ont été menées afin de déterminer la composition de fluide luminal
et de tester cette hypothése. Ainsi, tout comme les protéines, les sucres ou les lipides, des
sncRNA ont été identifiés dans la lumiére de I'épididyme3%1°920 Une étude Canadienne®®® en
2013, s’est intéressée aux modifications du profil en miRNA du fluide de I'épididyme, a la suite
d’une vasectomie chez 'Homme. Plus de 300 miRNA ont été identifiés chez les patients avant
la chirurgie. Apreés la chirurgie, le profil des miRNA est modifié : environ une soixantaine de
nouveaux MiRNA sont observés (+17% de miRNA), suggérant une modification des profils
d’expression sous l'influence de I'environnement systémique de I'épididyme. Cing ans plus
tard (2018), le nombre de miRNA identifiés dans la lumiére de cet organe s’éleve a 545 chez
I’lhomme et 370 chez la souris3®. Une portion importante (31%) de ces miRNA est conservée

entre ces deux especes, indiquant un role probablement important de ces éléments.

De nouvelles études ont révélé que les sncRNA n’étaient pas libres dans la lumiére de I'organe,
mais encapsulés dans des vésicules extracellulaires : les épididymosomes?°1292, Appartenant
a la famille des exosomes, ces épididymosomes sont des vésicules hétérogénes de 40 a 100
nm sécrétées par les cellules épithéliales bordant la lumiére de I'organe. La distribution de
taille des ARN transportés met en évidence deux pics majeurs chez ’'Homme, indiquant qu’il
s’agit de petits ARN : de 20 a 40 nucléotides et de 40 a 100 nucléotides**. Ces tailles d’ARN
correspondent bien aux longueurs de plusieurs familles de sncRNA. Les analyses bio-
informatiques, réalisées a partir de données obtenues principalement chez la souris (ou
d’autre comme chez le verrat), ont permis d’identifier des miRNA, des piRNA, des rsRNA et
tsRNA30.203206 - De facon cohérente avec I'évolution des sncRNA du spermatozoide
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épididymaire (selon certaines études), les tsRNA représentent 87% du contenu des
épididymosomes, majoritairement représentés par les 5’ tRFs (tRF-Glu et tRF-Gly)?%’. Les
piRNA semblent peu retrouvés dans ces vésicules. L'acquisition de ces séquences par le
spermatozoide dans la queue de I'épididyme pourrait donc relever d’'un mécanisme différent

ou d’une synthése in situ'®8,

Le contenu des épididymosomes est le reflet du contenu de la cellule épithéliale d’origine, et
il a bien été validé que les sncRNA transférés aux spermatozoides via les épididymosomes sont
bien produits dans I'épithélium épididymaire?®®. Des variations d’expression des sncRNA
contenus dans des épididymosomes ont été observées entre la téte et la queue de
I’épididyme, conduisant a des profils de sncRNA « section-spécifique ». Concernant les miRNA
chez 'homme, 16% d’entre eux ont été spécifiquement identifiés dans l'un des 3
compartiments de I'organe'®>2%°, Au-deld de |‘aspect « absence-présence », des variations
d’expression de miRNA ont été observées suivant la localisation dans I'organe. Par exemple,
les miR-204 et miR-196b sont différentiellement exprimés entre la téte et la queue de
I’épididyme de souris avec un ratio proche de 40 fois?%°. Ces 2 miRNA font partie d’un plus
grand ensemble de petits ARN non codants ayant une expression statistiquement différente
entre les cellules épithéliales formant les zones de I'épididyme?®. Les volcano plots présentés
en figure 33, illustrent des miRNA différentiellement exprimés selon les deux parties de

I’organe considérées.
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Figure 33 : Différence significative d’expression de certains miRNA en fonction de la section de I’épididyme?®.

Certains miRNA présentent une différence significative dans leur niveau d’expression en fonction de la section
de I'épididyme (Téte vs Corps (A) ; Corps vs Queue (B) et Téte vs Queue (D)).
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A la sortie de I'épididyme, le spermatozoide rentre en contact avec le plasma séminal, qui
contient également des vésicules extracellulaires appelées prostasomes. Quelques
publications ont rapporté la présence de sncRNA au sein de ces prostasomes**?210.211 Chez
I'Homme, plusieurs centaines de miRNA, piRNA, rsRNA et tsRNA ont été identifiés dans le
contenu de ces vésicules extra cellulaires. Il est intéressant de noter que parmi les tRFs
identifiés, I'acide aminé majoritairement représenté est encore la glycine** (23 a 45% de la
diversité des tRFs selon les échantillons). Il se pourrait donc que ces vésicules, au méme titre
que les épididymosomes, participent a la diversité du profil en sncRNA non codants du
spermatozoide éjaculé. Des variations de contenu en sncRNA ont également été observées
dans les prostasomes de patients atteints d’azoospermie obstructive?!® ou
d’oligoasthenozoospermie?!®. Par exemple, 40 miRNA dérégulés ont été identifiés dans le cas
d’une oligoasthenozoospermie. La relation entre la perturbation du contenu en miRNA des
prostasomes et les défauts du spermogramme n’est pas claire. Elle peut en étre la cause ou

juste un reflet de ce qui a conduit a une spermatogenése anormale.

5.3) Roles potentiels des sncRNA dans la maturation de la semence

L’acquisition du pouvoir fécondant des spermatozoide est conditionné par les interactions
avec l'environnement luminal, qui permettent la maturation de la semence et les
modifications de structure associées via I'apport de nouveaux composants. Des exemples
d’acquisition dans I'épididyme de protéines ou de lipides, contribuant a la maturation du
spermatozoide ont été publiés?!2. Par exemple, la cenexine, une protéine indispensable a la
maturation des centrosomes, est produite par les cellules épithéliales de I'épididyme.
L'augmentation de son expression dans le spermatozoide au cours du transit épididymaire

résulte d’un transfert via les epididymosomes38,

Il est tentant de spéculer sur un role similaire des sncRNA dans la maturation post testiculaire
du spermatozoide. Or, la plupart des sncRNA remplissent leurs fonctions via la modulation de
I’expression de leurs génes cibles, au niveau post-transcriptionnel ou traductionnel. Comme
le spermatozoide est transcriptionnellement inactif, une telle action ne pourrait s’envisager
gue sur le pool de transcrits déja présent. Elle supposerait également que la traduction des
protéines dans le spermatozoide épididymaire soit active. Le paradigme actuel établit

88



gu’aucune synthese protéique n’a lieu dans le spermatozoide, mais quelques études
controversées montrent une incorporation d’acides aminés marqués dans les polypeptides
pendant la phase de capacitation?!3-215, Cette activité de traduction dans le spermatozoide
éjaculé, situé dans les voies femelles, dépendrait exclusivement de la machinerie de
traduction mitochondriale et concernerait des genes nucléaires plutét que les seuls géenes
mitochondriaux. Si un tel mécanisme existe pour le spermatozoide éjaculé, nous pourrions

imaginer que cela soit également possible pour un spermatozoide en transit dans I’épididyme.

De fait, le role dans la maturation de la semence des sncRNA n’est pas encore élucidé et a
notre connaissance, aucun article n’a encore été publié, qui démontre I'implication des
sncRNA acquis via les épididymosomes et les prostasomes dans le processus de maturation

ou détaille les mécanismes en jeu.

6) Les sncRNA du spermatozoide support de la transmission entre générations

Le spermatozoide a longtemps été considéré comme un « taxi », transportant et protégeant
le patrimoine génétique du pere. Cette idée venait du fait que le spermatozoide bien plus petit
gue 'ovocyte apres avoir éliminé une tres large partie de son cytoplasme, ne pouvait léguer
gue son ADN hyper condensé. Mais les nombreux travaux concernant I'acquisition de sncRNA
par le gaméte male au cours de la maturation obligent a revoir ce dogme. En effet, comme
indiqué précédemment, les épididymosomes et prostasomes transferent leur cargaison de
sncRNA aux spermatozoides au cours de la maturation. Ces sncRNA synthétisés par
I’épididyme et la prostate sont donc délivrés au zygote et peuvent constituer une forme
d'information épigénétique, potentiellement impliquée dans la régulation du développement
embryonnaire, voir dans le développement a long terme des descendants. Les sncRNA
pourraient ainsi étre un des supports de I'hérédité non génétique, qui assure le transfert de
la mémoire de I'exposition a divers environnements du pere (altérations métaboliques,
polluants, stress, certains comportements...), conditionnant la réactivité des descendants a

divers environnements au cours de leur viel34167,216-223

Cette hypothese est d’autant plus séduisante que I'épididyme constitue en quelque sorte une

« fenétre ouverte » sur le monde extérieur, capable de traduire les perturbations rencontrées
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en signaux interprétables par le spermatozoide ou le futur zygote. En effet, la barriere hémato-
testiculaire formée par les cellules de Sertoli, joue un réle majeur dans la protection des
gametes au cours de la spermatogenése : le spermatozoide est isolé du reste de I'organisme.
Au niveau de I'épididyme, organe trés vascularisé, les spermatozoides sont isolés de
I’'environnement par les cellules de I'épithélium, dont le fonctionnement est largement
conditionné par I'environnement via la circulation générale. Par exemple, le contenu en
sncRNA (plus particulierement les tsRNA et les miARN) des épididymosomes, reflet de la
physiologie des cellules de I'épithélium, varie grandement en fonction du régime alimentaire
ou du stress?93224, |3 sécrétion dans la lumiére de molécules de diverses natures produites
par les cellules épithéliales peut ainsi constituer un mécanisme de « mise a jour » des
spermatozoides, pour prendre en compte les événements marquants rencontrés par

I’organisme.

6.1) Réles potentiels des sncRNA dans le développement embryonnaire

L'importance des sncRNA de la semence pour le développement embryonnaire a été illustrée
des 2016 chez la souris en réalisant des expériences de fécondation in vitro (FIV) avec de la
semence issue lignée de souris KO conditionnel pour DICER ou DROSHA dans la lignée
germinale??®>. Les males de ces lignées présentent une oligoasthénotératozoospermie,
nécessitant un recours a I'lICSI (intra cytoplasmique sperm injection). Le contenu en miRNA de
leurs spermatozoides est profondément remanié, avec en particulier un nombre de miRNA
exprimés tres réduit (moins de 400). Dans les deux cas, le pourcentage de blastocyste obtenu
apres ICSI est nettement diminué et le nombre de nouveaux nés obtenus aprés réimplantation
est tres faible. D’autres mutations de DICER ont également été associées a un retard de
développement embryonnaire et une mortalité foetale (figure 34) liée a un défaut
d’angiogenese, confirmée par la dérégulation de plusieurs génes clés de ce processus

biologique (vegf, flt1, kdr et tie1)??®.
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Figure 34 : Retard du développement embryonnaire murins KO pour le géne Dicer®?®
Les embryons normaux (A a D) et déficients en Dicer (F a I) présentent pour les mémes stades des différences de
développement : ils sont plus petits et sont moins vascularisés.

Plus récemment, Conine et al.??” ont comparé les résultats de FIV réalisées chez la souris avec
des spermatozoides de la téte et de la queue de I'épididyme des mémes animaux. Aucune
différence n’a été observée en termes de morpho-cinétique de développement jusqu’au stade
blastocyste (J7). Cependant, une surexpression d’'une cinquantaine de génes a été observée
des le stade 4 cellules chez les embryons produits avec les spermatozoides de la téte de
I’épididyme. Apres réimplantation, aucun nouveau-né n’a pu étre obtenu avec les embryons
générés a partir de spermatozoides de la téte de [I'épididyme. L’incubation des
spermatozoides de la téte de I'épididyme avec des épididymosomes récoltés dans la queue
de I'organe permet de restaurer un phénotype normal, prouvant lI'importance des sncRNA

acquis en fin de transit épididymaire pour le développement embryonnaire.

De méme des expériences d’injection de miRNA et de leurs inhibiteurs dans le cytoplasme de
zygotes de souris ont été réalisées pour analyser I'impact possible de ces sncRNA contenus
dans les épididymosomes. Ainsi, l'injection d’anti-miR-21 réduit de moitié le taux de
développement jusqu’au stade 8 cellules (35% d’embryons a 8 cellules aprés injection vs 70%
pour les contréles)??®. L'injection chez le porc d’un anti-miR-29b provoque un blocage du
développement de I'embryon au stade blastocyste (18% de blastocystes vs 75% pour le
témoin)?%°, associé a une augmentation du niveau de méthylation du génome liée a une

surexpression des DNMT3a/3b et TET1.

Chez le bovin, une sous expression spermatique de miR-216b a été détectée chez des taureaux
parmi les plus fertiles, ainsi que dans les embryons au stade 2 cellules produits avec leur

semence, tandis qu’une surexpression de K-RAS, I'une des cibles de miR-216b, était

91



observée?3, Par ailleurs, un taux de clivage plus élevé et une augmentation du nombre de
cellules au stade blastocyste ont été observées chez les embryons produits avec cette
semence. K-RAS étant impliquée dans la prolifération cellulaire, les auteurs font I’'hypothese
gue miR-216b transmis par les spermatozoides modulerait I'expression de K-RAS dans le
zygote et régulerait le développement précoce en interférant avec le premier clivage et la

qualité du blastocyste.

Les miRNA constituent actuellement la classe la plus étudiée, mais un réle des autres sncRNA
est vraisemblable, en particulier compte tenu des nouvelles connaissances sur les complexes
RISC et leur association possible avec les tsRNA, rsRNA et piRNA. Un exemple récent
d’implication de tsRNA spermatiques dans les premiers clivages de I'’embryon porcin a été
publié récemment. Des séquences anti-sens de tsRNA (tRF-GIn-TTG) ont été micro-injectées
dans des zygotes, provoquant une réduction du taux de clivage et de développement des
embryons dés le stade 2 cellules?®!, probablement via la régulation de génes ou de

rétrotransposons associés au cycle cellulaire.

Ces quelques exemples parmi d’autres (pour revue?3?) illustrent le réle essentiel des sncRNA
dans le développement normal de I'embryon, et confortent I'idée que les sncRNA de la
semence puissent contribuer significativement au développement de I'embryon

préimplantatoire.

6.2) Réles potentiels des sncRNA dans la transmission intergénérationnelle
Au-dela du réle sur le développement précoce de 'embryon se pose la question d’un impact
a plus long terme sur les descendants. Un nombre grandissant d’études concerne cette
guestion. Partant de I'observation qu’un régime paternel restrictif en protéines induisait une
perturbation métabolique, en particulier une altération de la biosynthése du cholestérol des
cellules hépatiques dans la descendance chez la souris, Sharma et al. ont analysé la diversité
du contenu en sncRNA codants des gamétes 207233, |’expression de tsRNA (tRF-Gly-CCC, Gly-
TCC et Gly-GCC), apportés par les épididymosomes, s’est avérée statistiquement augmentée
par le régime, alors que celle des miRNA de la famille des let-7 était diminuée. Ces résultats
suggerent un lien entre ces sncRNA et le phénotype, qui reste toutefois a démontrer

formellement.
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De méme, chez le rat?®* ou la souris?3>, les effets d’un régime paternel hyperlipidique sur le
métabolisme des descendants ont été étudiés afin de relier le phénotype des générations
suivantes avec les modifications engendrées dans les spermatozoides des peres. La génération
F1 a présenté des symptomes d’ordre métabolique a la naissance et a I’age adulte (probléme
de poids, réduction des cellules béta pancréatiques, intolérance au glucose et résistance a la
perte de poids). Les spermatozoides des rats et des souris ayant subi le régime hypergras,
présentaient une modification d’expression de plusieurs centaines de sncRNA, dont des
miRNA, des tRFs et des piRNA. Chez les rats de la génération F1 nés de péres FO ayant subi le
régime obésogene, le profil en sncRNA des spermatozoides présentent également une
dérégulation des certains miRNA, ARNr et snoRNA. Seuls quelques piRNA et le miRNA let-7c
ont montré une dérégulation significative chez les péres et leur fils. Parmi les cibles de let-7c,
certaines sont impliquées dans le métabolisme du glucose ou dans les processus biologiques
impliquant I'insuline, tels que AKT2, IGF2R ou UCP2234, Une dérégulation de I'expression de
ces génes pourrait étre a I'origine du phénotype des générations F1 issues des péres ayant
subi le régime obésogéne. Chez la souris, apres la réimplantation d’embryons micro-injectés
avec le miR-19b (I'un des plus dérégulés dans la semence des péres), le poids a la naissance
était altéré, tout comme pour les souris nées de I'accouplement entre un pére « hypergras »
et une mére contréle?®. Les épididymosomes n’ont pas été étudiés ici, nous ne pouvons donc
pas affirmer que ces modifications de profils en sncRNA proviennent des exosomes de
I’épididyme. Néanmoins, les spermatozoides étudiés venant de la partie caudale de I'organe
et en tenant compte des études précédentes, nous pouvons supposer un apport des

épididymosomes.

Il a également été rapporté chez la souris que les sncRNA pouvaient étre impliqués dans la
transmission de troubles du comportement. Par exemple, une exposition a un stress dans le
jeune age provoque une perturbation d’expression des miRNA spermatiques chez la souris et
une altération des réponses comportementales et métaboliques chez les descendants??®,
L'injection d'ARN spermatiques de males stressés dans des zygotes contrbéles permet de
reproduire les altérations comportementales et métaboliques dans la descendance, suggérant
un role des sncRNA dans cette transmission. De méme, la transmission de dérégulations
hypothalamo-hypophysaires induites par un stress a été associée a un jeu de 9 miRNA

spermatiques?16:236,
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Chapitre Il : Objectifs de la these

Le role des sncRNA de la semence revét un intérét scientifique indéniable, comme en
témoignent les nombreux travaux déja réalisés chez I'homme ou les organismes modeéles
(souris, rat, drosophile, C. elegans). La connaissance détaillée des mécanismes chez les bovins
pourrait trouver des applications dans le domaine du contréle qualité de la semence pour
garantir une bonne fertilité des taureaux et de leurs éjaculats, mais également dans le
domaine de la gestion et de I'alimentation des taureaux ou de leurs meres au cours de la

gestation, afin de garantir I’expression du potentiel génétique de la descendance.

Les connaissances chez les bovins restent parcellaires et dans I'idée de mener une recherche
finalisée, il était essentiel d’acquérir les connaissances académiques et d’identifier des

biomarqueurs potentiels dans cette espéce.

Aussi, trois objectifs ont été fixés pour cette thése, menée en collaboration ALLICE-INRAE dans

le cadre du LabCom SeQuaMol :

(i) La description la plus exhaustive possible du contenu en sncRNA du spermatozoide
bovin éjaculé. A I'initiation de ce travail, seules quelques publications rapportaient
I'identification de miRNA dans le spermatozoide bovin.

(ii) L’étude de I'origine de ces sncRNA (origine épididymaire ou testiculaire).

(iii) L’identification de sncRNA biomarqueurs de la fertilité male,

1) Objectif 1 : catalogue exhaustif du contenu en sncRNA du spermatozoide

bovin

Cet objectif se décompose en plusieurs taches. La premiére a consisté a mettre au point un
protocole robuste d’extraction des sncRNA du spermatozoide bovin, a partir d’'un grand
nombre d’individus de différentes races, suivi d’une analyse NGS afin d’obtenir un catalogue
le plus exhaustif possible. La seconde a porté sur I'annotation des séquences obtenues. En
effet, les pipelines bio-informatiques habituellement utilisés se concentrent uniquement sur
I'identification des miRNA. Or, nous souhaitions analyser I'ensemble des classes de sncRNA,

qui pourraient toutes présenter un intérét comme source de biomarqueurs. Par ailleurs, il
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sous semblait intéressant d’analyser la variabilité des séquences de miRNA, en étudiant les
« isomiR », plutot que de se focaliser uniquement sur la séquence canonique. Une
collaboration avec Sylvain Marthey (UMR GABI, INRAE) a permis de développer le pipeline bio-

informatique adéquat.

2) Objectif 2 : L'origine des sncRNA

Cet objectif a consisté a déterminer I'origine des sncRNA spermatiques en établissant en
parallele, a partir des mémes animaux, les répertoires de sncRNA des spermatozoides
testiculaires, épididymaires (téte, corps et queue) et éjaculés. L'identification de I'origine des
sncRNA permettra d’émettre des hypothéses quant a leur role dans la spermatogenese, la

maturation finale du spermatozoide ou le développement embryonnaire.

3) Objectif 3 : biomarqueurs de la fertilité male

Il consiste a établir et analyser une cohorte importante de taureaux, incluant des animaux des
races Holstein et Montbéliarde présentant une fertilité extréme, afin d’analyser le contenu en
sncRNA de leur semence et d’identifier des biomarqueurs liés significativement a la fertilité

des taureaux.

Ce travail de thése s’inscrivant dans le contexte plus général du LabCom, une analyse d’autres
marques épigénétiques (modifications histones/protamines, méthylation) et d’autres omics
(protéomique, lipidomique, glycomique) est menée en paralléle sur les mémes échantillons.
Le but sera in fine d’intégrer I’ensemble de ces données, en collaboration avec I'équipe GIBBS
(UMR GABI, INRAE), afin de mettre au point un prédicteur parcimonieux de la fertilité des

taureaux, permettant une utilisation en routine au meilleur rapport colt/bénéfice.
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Chapitre | : le catalogue en sncRNA du

spermatozoide bovin éjaculé

1) Eléments de contexte

Le spermatozoide a longtemps été considéré comme un taxi, ayant comme unique réle le
transport du patrimoine génétique male. Mais depuis quelques années, des travaux
démontrent gu’il influence également le développement de I'embryon. En effet, 'ADN n’est
pas le seul acide nucléique déversé dans I'ovocyte lors de la fécondation. Des petits ARN non
codants, tels que les miRNA, les piRNA ou des fragments d’ARNt ou d’ARNr sont également
transmis. Ces éléments ont la capacité d’influencer I'expression des genes, en régulant par
exemple la traduction des ARNm en protéine. Leur présence dans le spermatozoide mature,
transcriptionnellement éteint, pose donc question. Sont-ils des vestiges de la spermatogenése
ou constituent-ils des éléments de régulation du développement précoce de I'embryon,
comme suggéré par de nombreux travaux chez la souris ? Qu’elles témoignent d’une
altération de la spermatogenése ou qu’elles impactent le développement de I'embryon, dans
guelle mesure leurs variations sont-elles associées a la fertilité ?

Afin de pouvoir a terme répondre a ces questions chez le bovin, ou peu d’informations sont
disponibles, nous avons entrepris d’établir le catalogue exhaustif du contenu en sncRNA du

spermatozoide bovin éjaculé et préparé pour I'lA.

2) Résumé de I'étude

L'analyse de la diversité et de I'expression des sncRNA a tout d’abord nécessité I'optimisation
du protocole d’extraction d’ARN total a partir de 40 millions de spermatozoides congelés (2
doses d’'lA) de 40 taureaux de fertilité normale représentant 6 différentes races. L'objectif
étant I'établissement d’un catalogue le plus exhaustif possible, le séquencage a été réalisé a

forte profondeur, avec une cible a 40M de reads par échantillon.
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L’analyse du contenu du spermatozoide bovin mature éjaculé confirme certaines observations
faites dans d’autres especes, comme la présence de différentes familles de sncRNA (26% de
PiRNA, 25% de rsRNA, 20% de miRNA et 14% de tsRNA), ou la diversité de séquences de miRNA
trouvée dans le spermatozoide bovin (recouvrement important du nombre de miRNA avec
I’étude de Capra®®’ ou de Stowe?38 quand on s’intéresse aux séquences les plus exprimées).
En revanche de nouvelles informations ont été apportées par cette étude, comme (i)
I’extension du répertoire de miRNA connus et I'identification de plus de 2000 nouveaux miRNA
prédits dans le spermatozoide bovin, (ii) un répertoire de séquences éditées (isomiR),
provenant principalement d’addition ou de délétion d’un nucléotide (A ou U) en position 3’
ou encore (iii) les corrélations d’expressions entre miRNA formant des réseaux de régulation.
De facon intéressante, I'analyse de la fréquence d’édition en fonction de la position des
nucléotides des isomiR a permis de mettre en lumiére que la région 3p (a partir du 19¢
nucléotide) est nettement plus éditable que le reste de la séquence et que le premier
nucléotide de la « Seed » (en position 2) est plus variable que le reste des nucléotides de la

« Seed » (du 3¢ au 8°).

Les autres familles de petits ARN non codants présentent également des particularités
intéressantes. C'est le cas pour les tRNA, qui sont majoritairement présents sous forme de
fragments (tsRNA). Que ce soit en termes d’isoaccepteur ou de type de fragments générés, le
spermatozoide bovin présente des particularités d’expression : La glycine et la glutamine
représentent a elles seules plus de 70% des isoaccepteurs et le 5’-half-tsRNA plus de 57% des
tsRNA présents. La moitié de nos séquences de piRNA (54%) est totalement complémentaire
des séquences de référence. L'autre moitié présente des modifications de séquence,
majoritairement une délétion d’'une base en 5p. Ces séquences semblables aux piRNA peuvent

étre assimilées a des isopiR.

Un nombre important de séquences, quelle que soit la famille de sncRNA considérée, est
différentiellement exprimé selon la race. L'établissement de ces catalogues fournit une base

solide pour identifier ultérieurement des biomarqueurs du pouvoir fécondant de la semence.
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Mature sperm carry thousands of RNAs, including mRNAs, IncRNAs, tRNAs, rRNAs and
sncRNAs, though their functional significance is still a matter of debate. Growing evidence
suggests that sperm RNAs, especially sncRNAs, are selectively retained during spermiogenesis
or specifically transferred during epididymis maturation, and are thus delivered to the oocyte
at fertilization, providing resources for embryo development. However, a deep
characterization of the sncRNA content of bull sperm and its expression profile across breeds
is currently lacking. To fill this gap, we optimized a Guanidium-Trizol total RNA extraction
protocol to prepare high quality RNA from frozen bull sperm collected from 40 representative
bulls from six breeds. Deep sequencing was performed (40M single-50bp reads per sample)

to establish a comprehensive repertoire of cattle sperm sncRNA.

Our study showed that it comprises mostly piRNAs (26%), rRNA fragments (25%), miRNAs
(20%) and tRNA fragments (tsRNA, 14%). We identified 5p-halves as the predominant tsRNA
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subgroup in bull sperm, originating mostly from Gly and Glu isoacceptors. Our study also
increased by ~50% the sperm repertoire of known miRNAs and identified 2022 predicted
miRNAs. About 20% of sperm miRNAs were located within genomic clusters, expanding the
list of known polycistronic pri-miRNA clusters and defining several networks of co-expressed
miRNAs. Strikingly, our study highlighted the great diversity of isomiRs, resulting mainly from
deletions and non-templated additions (A and U) at the 3p end. Substitutions within miRNA
sequence accounted for 40% of isomiRs, with G>A, U>C and C>U substitutions being the most
frequent variations. In addition, many sncRNAs were found to be differentially expressed

across breeds.

Our study provides a comprehensive overview of cattle sperm sncRNA, and these findings will
pave the way for future work on the role of sncRNAs in embryo development and their

relevance as biomarkers of semen fertility.

Keywords

sncRNA, miRNA, isomiR, piRNA, tRNA, sperm, bull

Sperm is classically seen as a transcriptionally inactive vehicle (1) that delivers the paternal
haploid genome to the oocyte. Yet, an increasing number of studies in several species have
shown that mature ejaculate sperm carry thousands of RNAs, including messenger RNAs
(mRNAs), long non-coding RNAs, transfer RNAs (tRNAs), ribosomal RNAs (rRNAs) and small
non-coding RNAs (sncRNAs), especially microRNAs (miRNA), antisense RNAs, and Piwi-
interacting RNAs (piRNA). Since transcription is mostly silenced in sperm, these RNAs are often
considered to be remnant transcripts, produced during previous spermatogenesis stages (2-
4). However, a comparison of sperm and testes in horses instead suggested that the repertoire
of sperm RNAs is not a random spermatogenesis remnant, but rather a selectively retained
and functionally coherent collection of RNAs (5). In addition, some studies in mouse have
provided evidence for sncRNA regulation as sperm mature along the epididymis (6, 7), with
sncRNA being transferred to sperm during post-testicular maturation, possibly through

epididymosomes (8). The functional significance of sperm sncRNAs, if any, is still a matter of
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debate, and future studies are required to shed light on their potential biological role.
However, there is now some evidence of a role in fertilization and embryo development.
Indeed, mouse sperm-borne RNAs are delivered to the oocyte at fertilization (9) and may
provide essential resources for the first steps of embryo development (10). In agreement with
this hypothesis, sperm-borne miRNA-34c has been shown to be delivered into the mouse
zygote during fertilization and play a role in the first cell division (11). More generally, paternal
miRNAs and/or endo-siRNAs have been identified as crucial for fertilization and
preimplantation embryonic development (12) and post-natal outcome (13). In addition,
involvement of sperm sncRNA has been demonstrated in epigenetic inheritance, including

miRNAs (14, 15) as well as piRNAs and tRNAs (16, 17).

Unfortunately, the study of sperm sncRNAs is challenging due to technical issues related to
sperm RNA isolation, including low RNA content and resistance to lysis by detergents (9, 18).
Additionally, differences in sperm morphology and chromatin condensation may impair the
interspecies use of sperm RNA isolation protocols. Consequently, highly variable sncRNA
content has been obtained using different RNA extraction procedures, and until very recently
only a small number of comprehensive studies were conducted. For instance, SpermBase was
established in 2016 to publish RNA-seq data on mRNAs and sncRNAs in mouse, rat, rabbit, and
human total sperm as well as sperm heads (19). Among sncRNAs, 18S and 28S rRNA fragments
were reported to be abundant in sperm (20), as were tRNA-Derived Fragments (tsSRNAs) (21).
Sperm tsRNAs are mainly fragments of the 5’ end of tRNA, ranging in length from 20 to 35nt,
and are produced by specific cleavage of tRNA at either D-Loop, Anticodon-Loop or T-Loop by
RNase Z, Dicer or Angiogenin (21, 22). They were recently proposed to mediate, at least in
part, transgenerational effects associated with parental diet (16, 23). In addition, sperm
tsRNAs are subjected to numerous RNA modifications and edits that contribute to their
stability (for review see 24). Detailed studies of the sperm miRnome have also been
undertaken in several species, including humans (25), mice (26, 27), horses (28), pigs (29) and
cattle (30, 31). Extensive variation in length and sequence composition of miRNAs were
detected by deep sequencing. These so-called isomiRs are thought to be produced via
imprecise and alternative cleavage by Drosha or Dicer along the miRNA biogenesis pathway
(32) and do not represent transcription or sequencing errors (33). Shortening of miRNAs may

also arise by exonuclease trimming of the end (34). Conversely, the post-transcriptional
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addition of one or more nucleotides by template-independent nucleotidyl transferases may
increase miRNA length (35). In particular, seven nucleotidyl transferases have been implicated
in human isomiR biogenesis, especially uridyltransferases and adenyltransferases (36),
including PAPD4 which is considered to be the primary miRNA adenylating enzyme (37).
Polymorphisms within the internal canonical sequences have also been described in isomiRs
expressed at low levels (38), resulting either from genetic polymorphism or from A-l editing,
i.e. the hydrolytic deamination of adenosine to inosine in double-stranded RNA (36). A
growing body of evidence indicates that these changes may affect isomiR stability or influence
target selection (36, 37). IsomiRs have been shown to be non-randomly distributed and
expressed in a developmental- and tissue-specific manner in several human tissues (39). Their
broader biological significance is yet to be fully resolved, but some studies suggest that
alteration in isomiR profiles, rather than in the overall miRNA abundance, is of biological
significance, correlating for instance with cancer progression (40). In cattle, several miRNAs
have been shown to be differentially expressed between high- and low-fertility bulls (41, 42),

as well as between high- and low-motility sperm (30).

This study was thus designed to unravel the sncRNA content from frozen bull sperm, focusing
on tsRNAs, miRNAs, and their structural variations (called “isomiRs" by Morin et al (43)), as
well as the diversity of their expression profiles according to breeds. To do so, we optimized a
Guanidium-Trizol total RNA extraction protocol for frozen bull sperm to ensure good sample

quality and reproducibility.

RNA extraction and NGS sequencing

Selected samples had normal sperm quality profiles, consistent with routine results obtained
in semen production centers (data not shown). Contamination with somatic cells was
negligible, as confirmed by microscopy (less than 1 somatic cell per 1000 sperm cells) and side-
scatter profiles obtained by flow cytometry (data not shown). In addition, no RNAs could be

extracted from the extender used by semen production centers to dilute the sperm cells.
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Altogether, these results indicate that the identification of sperm sncRNA content is not

jeopardized by contaminants.

On average, 57.6 £ 12.9 ng of total RNA could be prepared from 31.2+ 7 million thawed sperm
cells. Technical variation was evaluated based on multiple analyses of a standard ejaculate,
showing good reliability with a coefficient of variation less than 10% in the amount of total
RNA prepared using the protocol. Typical electrophoretic profiles were obtained, with no
evidence of 18S and 28S rRNAs. RT-qPCR was performed to validate RNA quality and
concentrations on a subset of 3 samples for each extraction batch, leading to consistent
amplification results (Ct in the range of 20-21 starting from 5 ng of total RNA) and single peak

melt curves, indicating that a single, specific product had been produced (Additional Fig S1).

Sequencing resulted in 1 444 722 663 total raw sequence reads. About 36.1 million reads were
obtained on average (x 4.5 million, min=28.3 and max=49.5) for the 40 libraries. The overall
data quality was good, with >97% of the data having a Q-score over 30 (i.e., a base-calling
accuracy of 99.9%). Typical examples of FastQC quality control plots are provided in Additional
Fig S2a. After trimming sequencing adapters, read length distribution revealed two main peaks
representing mostly microRNAs or siRNAs (~18-26nt) and intermediate sequences (28-32nt),
including piRNAs and tsRNAs (Additional Fig S2b). About 72% of sequences could be mapped
unambiguously to the cattle reference genome on average, while 15% were outmapped (i.e.,
mapped to abundant sequences such as polyA and polyC homopolymers or other repetitive

sequences) and 13% were unmapped.

Table 1. Mapping statistics across the 40 libraries.

Mapped (72%) Outmapped (15%) Unmapped (13%) Reads
Reads no. 1038383 839 223 342 595 181 996 229 1443722 663
Mean 25959 596 5583 565 4 549 906 36093 067
Std. deviation 3542949 1932 607 4370783 4483 073

The overall small RNA content of bull sperm

Reads were analyzed and categorized as described in the Material & Methods. First, 701

known and 2022 putative miRNAs were identified using miRDeep2 (Additional Table S1). The
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remaining reads were then annotated using several mRNA and sncRNA databases, highlighting
the diversity of sncRNA in cattle sperm (Additional Tables S2-S6). As summarized in Fig 11,
sperm sRNA contains mainly piRNAs (26%), rRNAs (25%), miRNAs (20%), tRNAs (14%), other
sncRNAs (8%, including mainly Signal Recognition Particle (SRP) RNA, fragments of IncRNAs,
Y_RNA and snRNA) and 6% of unknown sequences. In addition, about 27655 reads (with a
majority being 50nt in length) were identified as mRNA fragments originating from 3510
genes, of which 95% were already described in human or mouse sperm (http://spermbase.org
). The gene coverage was usually low (7.7£3.1 different unique reads per gene on average,
preferentially clustered at the 5p end of the gene), but a few genes were found to be covered
by well-distributed unique reads (37 genes with more than 100 different reads) and have high
read counts (see for instance the AKAP1 and PRM1 IGV profiles in Additional Fig S3). A gene
ontology analysis of these genes revealed several relevant enriched biological terms, including
male gamete generation (G0:0048232), spermatogenesis (G0:0007283), and gamete
generation (GO:0007276).

unknown  Other
6% 8%

mRNA
0.4% miRNA

20%

26%

Fig 14. sRNA content of bull sperm. miRDeep2 was used to identify miRNAs, and the remaining reads
were annotated (e.g. as rRNA, tRNA, piRNA) using several sncRNA databases. The percentages of total
number of reads for each category are represented as a pie chart.
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Bull sperm contains abundant rRNA-derived small RNAs

About 25% of reads were annotated as rRNAs, mainly the 16S (18%), 18S (29%) and 28S (23%)
rRNAs, as illustrated in Fig 2a. Though highly abundant, these rRNAs appeared to be
fragmented, with two-thirds being less than 45nt in length (Fig 2b). In addition, the
distribution of reads along rRNA transcripts revealed a series of peaks and read-poor sub-

regions, especially for 18S and 28S rRNAs (Additional Fig S4).

a) rRNA content of bull sperm b) Distribution of rRNA read length
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Fig 215. Bull sperm rRNA content. The proportion of reads annotated for different rRNAs is shown
(a) as well as the distribution of read length (b).

Bull sperm contains abundant piRNAs

About 26% of reads were annotated by piRNAs, with a size distribution peaking at 30 nt and
two-thirds of reads being in the range of 27-32 nt (Fig. 4a). Among these reads, 54% matched
perfectly with a published piRNA sequence. The remaining reads were considered to be
piRNA-like sequences, bearing mostly 3p and 5p changes (19% and 10% of reads, respectively)
or a combination (17%) of 5p, 3p and/or substitutions (Fig. 4b). Modifications of a single
nucleotide at either the 5p or 3p end were the most frequent changes (81% and 67% of
changes, respectively), with deletions accounting for about 85% of changes at both the 5p and

3p ends (see Additional Table S4). As expected, piRNA reads showed a typical nucleotide
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composition (Fig 3c), with strong enrichment for Uridine at the first position. This “1U bias”
was also observed for piRNA-like sequences, although to a lesser extent (66% compared to
84% for piRNAs). No adenine enrichment at piRNA nt 10 could be observed for both piRNA
and piRNA-like sequences (44). As shown by the distribution of expression (Fig 3d and
Additional Table S4), about 50% of piRNAs were expressed at low levels (less than 100 mapped
reads), and only 7% were very highly expressed (greater than 10,000 mapped reads).
According to the piRBase biogenesis classification, sperm piRNAs were found to primarily
derive from intergenic (84%), genic (8%) and LINE-rich (7%) regions (Fig 3e). Interestingly, a
highly significant 4-fold enrichment was observed for sperm piRNAs derived from intergenic
regions compared to the whole piRBase database (see Additional Table S4). Conversely, all
other classes were found to be highly under-represented in sperm. When computing the
frequency of each biogenesis class according to the piRNA expression level, no particular
enrichment could be observed with the exception of gene-derived piRNAs, which account for

a larger proportion of highly expressed reads (Fig 3f).
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a) Length distribution b) Overall changes carried by sperm piRNAs
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Fig 3. Bull sperm piRNA content. (a) Reads annotated as piRNAs showed a typical size distribution,
with a majority of reads being 27-32 nt in length. (b) Among these reads, 54% matched perfectly to
published piRNA sequences. The remaining reads were considered to be piRNA-like sequences, bearing
mostly 3p and 5p changes (19% and 10% of reads, respectively) or a combination (17%) of 5p, 3p
and/or substitutions. (c) Both piRNAs and piRNA-like sequences showed a specific nucleotide
composition, with more than 84% and 66%, respectively, showing a preference for uracil at their 5p
terminus. (d) The majority of piRNA are expressed at low levels (87% below 500 mapped reads), with
only a few (1%) expressed above 100,000 mapped reads. (e) All piRNA biogenesis classes were
identified in sperm, but sperm piRNAs were found to primarily derive from intergenic regions. (f) Gene-
derived piRNAs showed a specific expression profile, with higher expression levels than the other
classes.
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Bull sperm contains abundant tRNA-derived small RNAs (tsRNAs)

A total of 61991 sequences were annotated as tRNAs, covering the full range of isoforms

associated with the 22 amino acids. However, two isoacceptors contributed to 71% of all

identified tsRNA: glycine (41% of read counts) and glutamine (30% of reads counts). As

illustrated in Fig 4a, six tRNA isoforms each accounted for 2-5%, with the others together

accounting for about 7% of read counts. The size of these reads was in the 18-50 nt range,

with a bimodal distribution peaking at 30nt and 50nt (Fig 4b).
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Fig 4. Bull sperm tsRNA content. (a) Strong expression of the Glycine and Glutamine isoacceptors was
observed, as well as a high proportion of reads in the 25-35nt range (b). The proportion of each
category and the proportion of read length in each category are shown in (c) and (d), respectively. To
evaluate the proportion of tsRNAs isotypes, the percentage of read counts was computed for each
tsRNA category and each associated anticodon (e). Only the most expressed tsRNAs from each
category are reported on the histogram. The left axis (0-40%) refers only to 5p tRHs, which are the
most expressed tsRNAs. The right axis (0-10%) refers to the other tsRNAs.

Previous studies have shown that 20-35 nt fragments do not represent random degradation
products, but instead are generated by specific mechanisms producing four main categories
of tsRNAs, as illustrated in Additional Fig S5. As shown in Fig 4c, 5p-tRHs were the most
expressed tRFs, accounting for 57% of read counts, while i-tRFs and tRF5 accounted for 18%
and 4%, respectively. Interestingly, nearly 65% of all i-tRFs (84% of expression) were found to
be produced by Mitochondria (MT) tRNAs. About 19% of reads were classified as “other” and
were shown to be more than 35 nt in length (Fig 4d). These reads were found to be mainly
clustered at the 5p side of tRNAs, 75% of them starting at the 1st tRNA nucleotide. In contrast,
the i-tRF group was found to be diverse in terms of size, while tRF5 and tRF3 were mainly in
the 20-25nt range. When focusing on tsRNAs in the range 20-40nt, the most abundant tRFs

were 5p-tRHs, especially Glu, Gly, His and Cys isoacceptors (Figs 5e and S6).

Among i-tRFs, the most abundant were i-tRF-Gly, i-tRF-Lys and i-tRF-Asn, with distinct read
length distributions: e.g. reads 20-25 nt and 25-30 nt in length contributed equally (~42%) to
i-tRF-Gly, while 25-30 nt reads accounted for 60% of i-tRF-Lys (Additional Fig S6a). The most
abundant tRF5s were tRF-Ser and tRF5-Val, the majority of reads being 25nt in length. Most
tRF3s are short fragments (20nt), with tRF3-Asn and tRF3-Leu being the most abundant.
Interestingly, cleavage sites within the anticodon-Loop were found to be biased towards the
5p-side of the anticodon for both tRHs (Additional Fig S7). The 4th nucleotide appeared to be
a preferential cleavage site for 3p-tRHs, while 5p-tRHs are produced by cleavage between the

4th and 7th nucleotides.
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The bull sperm miRnome

Overall description

Based on miRDeep?2 software, 2723 unique miRNAs were detected, belonging to 2579 miRNA
precursors (pre-miRNAs). Among them, 701 (26%) were already known (550 in cattle, 60 in
humans, 33 in mouse, and 58 in other species), corresponding to 635 known cattle pre-
miRNAs (Fig 5a and 6b). The remaining 2022 predicted miRNAs were associated with 1944
predicted pre-miRNAs (Additional Table S1). A total of 275 pre-miRNAs, including 184 known
pre-miRNAs, were covered by both 5p and 3p miRNAs, while 26 predicted miRNAs may be
produced by 97 pre-miRNA belonging to miRNA families (ranging from two to seven
members). As shown by the distribution of normalized expression (Fig 5¢c and Additional Table
S7), the vast majority (80%) of miRNAs (6% of the known and 85% of the predicted miRNAs)
were expressed at low levels (2187 miRNAs expressed with fewer than 100 mapped reads on
average) and only 53 miRNAs were highly expressed (more than 10,000 mapped reads). The
most highly expressed miRNA, bta-mir-100, exhibited about 1.5M mapped reads.

The twenty most expressed miRNAs (>35,000 mapped reads) accounted for 77% of all miRNA-
associated reads (Fig 5d). Bta-mir-100 accounted for 40% of the mapped reads for these top
twenty, and for one third of all miRNA reads. The second most expressed miRNA (bta-mir-148)
was three times less expressed, accounting for 13.6% of the mapped reads from the top

twenty. Interestingly, these top twenty miRNAs included 18 known and 2 putative miRNAs.
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a) Proportion of known and b) Origin of known miRNAs

predicted miRNA in bull sperm
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bta-miR-148a 526085 136 106 ’
bta-chri6_21053_mt 265901 6.9 5.3
bta-miR-34c 212120 5.5 42
bta-miR-2284x 160111 4.1 3.2
bta-miR-21-5p 147724 3.8 3.0 ii)
bta-let-7a-5p 126673 3.3 2.5
chi-miR-34b-3p 106830 2.8 2.1
bta-miR-30d 106632 2.8 2.1
bta-miR-191 96391 25 1.9
bta-miR-1246 95259 25 1.9
bta-miR-7 93777 24 1.9
bta-miR-99a-5p 84275 2.2 17
bta-miR-25 48042 12 10 ii)
bta-miR-27b 45707 1.2 0.9
bta-let-7g 44853 1.2 0.9
bta-miR-204 44228 1.1 0.9
bta-miR-375 44141 11 0.9
bta-chr12_10528 mt 39115 1.0 0.8
bta-miR-186 34575 0.9 0.7

Fig 5. Bull sperm miRNA content. (a) Using miRDeep2 software, 2723 miRNAs were identified in bull
sperm, including 701 (26%) known and 2022 (74%) predicted miRNAs. (b) Among known miRNAs, 550
were already described in cattle, 60 in human, 33 in mouse and 58 in other species. (c) The vast
majority (80%) of miRNAs were expressed at low levels (2187 miRNAs expressed below 100 mapped
reads on average), and only 53 miRNAs were highly expressed (above 10,000 mapped reads). (d)
Twenty miRNAs account for 75% of the total miRNA mapped reads, including bta-mir-100, which alone
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accounts for 30% of miRNA expression (40% of the mapped reads for the top twenty miRNAs). (e)
miRNA location within several genomic features, including intergenic or genic regions (introns, exons,
and other regulatory regions, such as promoter, TSS, TTS, 3p or 5p UTR). Percentages shown on each
rightmost “Pie of Pie” chart are expressed relative to the genic miRNAs. (i) Global distribution of sperm
miRNAs. (ii) Distribution of known mRNAs; (iii) Distribution of predicted miRNAs.

Genomic distribution and correlation of expression

The half of miRNAs (52%) are located within genic features (10 kb interval), including within
introns (29%), exons (9%), or other regulatory regions such as the promoter, TSS, TTS, 3p or
5p UTR (13%). As illustrated in Fig 5e, known and predicted miRNAs showed nearly the same
distribution, with known miRNAs being a little bit more frequently located within genic regions
(54 vs 51% for predicted miRNAs). Based on miRBase standards (10 kb windows), 216 miRNA
genomic clusters could be defined along the bovine genome (Additional Table S8), containing

532 miRNAs (i.e., 20% of total sperm miRNAs).

To highlight genomically clustered miRNAs that could in fact be co-expressed on the same
primary transcript, expression correlations were calculated between each pair of the top 1580
miRNAs with mean expression level greater than 10 in at least one breed. While a majority
(66%) of the 1.2 million correlation coefficients clustered near zero, significant correlations
were observed and are reported in Additional Table S9. Only 45 significant strongly negative
correlations (r < -0.7 and adjusted p-value < 0.001) involving 59 miRNAs were observed,
compared to 3357 significant strongly positive correlations (r > 0.75 and adjusted p-value <
0.001) involving 755 miRNAs. As illustrated by the Circos plot (Fig 6), most correlations

involved miRNA located on separate chromosomes.
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Fig 6. Circos plot depicting correlations between miRNAs. Chromosomes are indicated on the first
outer track. Genomic clusters are indicated on the second track by green lines. All significant
correlations (|r|> 0.9, adjusted p-value < 0.00001) were visualized, altogether involving 283 miRNAs.
A subset of these miRNA is shown on the third track. Correlations between miRNA pairs are shown in
the center of the plot, using blue and red lines for positive and negative correlations, respectively.

Correlations between genomically clustered miRNAs showed a distinct distribution (Additional
Table S10 and Additional Fig S8), suggesting stronger correlations than for non-clustered
miRNAs. However, only 77 out of 216 (about one-third) of the genomic clusters showed strong
expression correlation between miRNAs. In particular, Cluster 170 had 10 strong correlations
between 12 miRNAs (bta-miRNA-381, bta-miRNA-382, bta-miRNA-134, mmu-miRNA-409-3p,
bta-miRNA-409a, bta-miRNA-369-3p, bta-miRNA-410, bta-miRNA-3956, hsa-miRNA-382-3p,
bta-miRNA-323b-3p, bta-miRNA-656, bta-miRNA-369-5p) among the 19 miRNAs located in
this 22 kb cluster. Likewise, clusters 1, 3, 5 and 7 showed strong correlations between at least
4 miRNAs (bta-miRNA-411a, bta-miRNA-323, bta-miRNA-543, bta-miRNA-495, bta-miRNA-
411b, hsa-miRNA-329-3p for Cluster 1; bta-miRNA-431, bta-miRNA-127, bta-miRNA-432,
mmu-miRNA-127-5p for Cluster 3; bta-miRNA-19a, bta-miRNA-20a, bta-miRNA-19b, bta-
miRNA-18a, bta-miRNA-17-5p for Cluster 5; and bta-miRNA-302b, hsa-miRNA-302a-5p, bta-
miRNA-302a, bta-mir-302d for Cluster 7).
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When considering correlations above |0.5]|, 43 clusters of co-expressed miRNA could be

defined, ranging from two to 16 co-expressed miRNAs (Table 2).

Table 2. Genomic clusters of miRNAs having strong expression correlations (see Additional

Tables S8 and S10 for detailed information. Empty cells correspond to none observed cluster in human article).

Cluster Mean Clustered miRNA putatively co-expressed Co-expressed
Number | Correlation in humans
(45)
1 0.75 bta-mir-379~bta-mir-411a~bta-mir-299~bta-mir-
380~bta-mir-411b~bta-mir-323~bta-mir-
329b~bta-mir-543~bta-mir-495~bta-mir-154c
2 0.72 bta-mir-532~bta-mir-502a-1~bta-mir-502a-2~bta-
mir-502b~bta-mir-500~bta-mir-660~bta-mir-502a-
1
3 0.80 bta-mir-431~bta-mir-127~bta-mir-432~bta-mir-
136
4 0.72 bta-mir-450b~bta-mir-450a-1~bta-mir-450a-2 Yes
5 0.91 bta-mir-17~bta-mir-18a~bta-mir-19a~bta-mir- Yes
20a~bta-mir-19b
6 0.60 bta-mir-363~bta-mir-19b-2~bta-mir-20b~bta-mir- Yes
18b~bta-mir-106a
7 0.89 bta-mir-302b~bta-mir-302a~bta-mir-302d Yes
8 0.64 bta-mir-2443~bta-let-7b Yes
10 0.65 bta-mir-10174~bta-mir-27b~bta-mir-24-1
14 0.74 bta-mir-429~bta-mir-200a~bta-mir-200b Yes
15 0.75 bta-mir-99b~bta-let-7e~bta-mir-125a Yes
16 0.76 bta-mir-449c~bta-mir-449b~bta-mir-449a
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18 0.85 bta-mir-93~bta-mir-25 Yes

21 0.76 bta-mir-182~bta-mir-96~bta-mir-183 Yes

22 0.68 bta-mir-24-2~bta-mir-27a Yes

23 0.75 bta-let-7a-1~bta-let-7f-1~bta-let-7d

24 0.91 bta-mir-3431~bta-mir-224

25 0.67 bta-mir-105a~bta-mir-767~bta-mir-105b

29 0.65 bta-mir-16b~bta-mir-15b Yes

30 0.70 bta-mir-181b-2~bta-mir-181a-2~bta-mir-181a- Yes
2~bta-mir-181b-2

34 0.74 bta-mir-16a~bta-mir-15a Yes

41 0.89 bta-mir-34b~bta-mir-34c

47 0.75 bta-mir-29b-2~bta-mir-29c Yes

49 0.70 bta-mir-181b-1~bta-mir-181a-1

56 0.80 bta-mir-132~bta-mir-212

57 0.60 bta-mir-195~bta-mir-497 Yes

61 0.61 bta-mir-2904-1~bta-mir-2887-1

70 0.64 bta-mir-7857-1~bta-mir-7857-2

72 0.55 bta-mir-1-2~bta-mir-133a-2

80 0.68 bta-mir-29a~bta-mir-29b-1 Yes

83 0.73 bta-mir-141~bta-mir-200c No

91 0.50 bta-mir-374b~bta-mir-421

93 0.91 bta-mir-222~bta-mir-221 No

111 0.65 bta-chr7_62503~bta-chr7_62509

118 0.89 bta-chr9_69352~bta-chr9_69353

115



125 0.78 bta-chrll 8402~bta-chrll_8403

140 0.65 bta-chrl4_15810~bta-chrl4_15827

145 0.99 bta-chrl6_21540~bta-chrl6_21541

152 0.65 bta-chrl7_25055~bta-chrl7_25086

169 0.51 bta-mir-6522~bta-chr21_37502

170 0.72 bta-mir-1185~bta-mir-3956~bta-mir-381~bta-mir-
487b~bta-mir-411c~bta-mir-487a~bta-mir-
382~bta-mir-134~bta-mir-154a~bta-mir-
154b~bta-mir-409a~bta-mir-412~bta-mir-
369~bta-mir-410~bta-mir-323b~bta-mir-656

183 0.78 bta-chr23_40757~bta-chr23 42270

211 0.78 bta-mir-6526-3~bta-chrX_70042~bta-

chrX_70050~bta-chrX_70048~bta-
chrX_70052~bta-chrX_70054

Intriguingly, most clusters gather either known or putative miRNAs, with the exception of

Clusters 169 and 211, which comprise both known and predicted miRNAs.

Regarding significant correlations between miRNAs that are not genomically clustered, we

identified 77 correlation networks made up of between 2 to 61 positively correlated miRNAs

(Fig 7).

116



=E= =
5 g = —*-I?I-EP{:

—hﬁ——

=_===_===_=__=

Fig 7. Correlation networks of positively correlated miRNAs. Correlation networks of miRNA
pairs with significant positive correlations above 0.9 as drawn by Cytoscape. Edges are colored
according to the correlation level (0.9 in yellow to 1 in red).

Interestingly, five putative functional regulation networks were identified based on their
correlation pattern (for instance the positive correlation between bta-miR-24-3p and bta-miR-
107, while bta-miR-24-3p and bta-miR-107 are negatively correlated with bta-chr7-64527 mt
suggests that bta-miR-24-3p may regulate bta-chr7-64527_mt, which may in turn regulate
bta-miR-107, see Additional Fig S9).

Likewise, negatively correlated miRNAs defined 14 correlation networks, ranging from 2 to 76
miRNAs (Fig 8). Interestingly, among these, 41 “master” miRNAs were found to be negatively
correlated with 46 master miRNAs, thus defining putative regulatory networks with their host

genes.
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Fig 8. Correlation networks of negatively correlated miRNAs. Partially oriented correlation networks
of miRNA pairs with significant negative correlations less than -0.7 (any pair) or less than -0.5 (any
miRNA paired with a miRNA located within its target genes), as drawn by Cytoscape. Nodes are colored
according to the mean correlation level (from -0.5 (light blue) to -0.9 (dark blue)). Purple arrows
indicate correlated pairs made up of a given miRNA (arrow start) and another miRNA located within a
target gene of the first (arrow end). Grey edges without arrows indicate that linked miRNA are
correlated, without any known functional interaction.

The repertoire isomiRs in bull sperm

We also studied the diversity of isomiRs, i.e. changes in the mature miRNA sequence, including
substitutions (Polymorphic isomiRs), cleavage variations (5p and 3p isomiRs), and additions at
either the 5p or 3p end (see Additional Fig S10 for some examples of isomiRs and their
nomenclature). Altogether, 192895 isomiRs were identified among the 2723 sperm miRNA
(Additional Table S11). The number of isomiRs per miRNA varied greatly, ranging from 1 (bta-
chrl8_27604_mt) to 1439 (chi-miRNA-34b-3p), with on average 71 + 126 isomiRs per miRNA.
As shown in Fig 9a, the majority (1882, i.e. 69%) of miRNAs were represented by fewer than
50 isomiRs, and only 4 miRNAs (0.15%) exhibited more than 1000 isomiRs. No correlation

between the number of isomiRs and the expression level of miRNAs was observed.

In agreement with the levels of miRNA expression, most isomiRs were found to be expressed
at low levels (Additional Table S12): only 2329 isomiRs (1.2%) exceeded a mean normalized
expression of 100 mapped reads in at least one breed, and about 35785 isomiRs (20%) showed

expression levels between 1 and 100 reads. The vast majority of isomiRs accounted for only a
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small proportion of miRNA expression: 167776 isomiRs (87%) contributed less than 1% to total
miRNA expression, while only 2916 isomiRs (3%) from 2445 miRNAs contributed more than
25% of total miRNA expression. Of note, 101 canonical sequences described in miRBase (14%
of known expressed miRNAs) were not detected at all in our data. In addition, the defined
canonical sequence was found to be the most highly expressed for only 1269 miRNAs (47%),
while the most expressed isomiR differed from either the canonical miRNA published in
miRBase or the predicted canonical sequence identified by mirDeep2 in 75% and 46% of cases,
respectively. For instance, the published canonical form of bta-miRNA-100
(AACCCGTAGATCCGAACTTGTG) accounted for only 10% of the miRNA read count, while bta-
mMiRNA-100 isomiR AACCCGTAGATCCGAACTTGT (deletion of G in 3p) accounted for 30%.
Overall, on average the most expressed sequences were found to account for 51% of total
miRNA expression, ranging from 7 to 100%. The twenty most expressed isomiRs accounted
for 49% of the total isomiR expression and are related to 10 miRNAs, including bta-miRNA-100
(6 isomiRs in the top twenty), the most abundant miRNA in bull sperm cells. On average,

isomiRs accounted for 4.5% of the expression for each miRNA, ranging from 0.06 to 100%.

To avoid bias due to sequencing errors (0.1% of sequencing errors may produce up to 30,000
isomiR artefacts), we focused on 14765 isomiRs accounting for more than 1% of each miRNA’s
expression and expressed in at least half of the animals of at least one breed (Additional Table
S13). Production of multiple isoforms appeared to be a general mechanism, as only 1984
sequences were identified as the canonical miRNAs: 3p, 5p and substitutions within the
canonical sequence were detected for 81%, 57% and 77% of miRNAs, respectively. Altogether,
58% and 30% of isomiRs showed changes at their 3p and 5p ends, respectively, while 38%
exhibited at least one substitution within the canonical sequence. Single 3p changes and
substitutions were the most frequent variations (29% and 18% of isomiRs, respectively). About

5% of isomiRs were found to carry both 5p and 3p changes as well as substitutions (Fig 9b).
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a) Distribution of isomiR number b) Overall changes carried
by sperm isomiRs

Range of isomiR Number of = 451 -~
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> 1000 4 0.15 (5546)

Fig 9. The diversity of isomiRs in bull sperm. (a) 2722 out of 2723 sperm miRNA were represented by
at least 2 isomiRs, with a vast majority (1882, i.e. 69%) represented by fewer than 50 isomiRs. Only 4
mMiRNAs (0.15%) exhibited more than 1000 isomiRs. (b) The number and percentage of isomiRs carrying
5p or 3p changes, a substitution, or a combination of these changes.

As illustrated in Fig 10, deletions accounted for ~60% of variations affecting 5p and 3p ends,
with the addition or deletion of one nucleotide representing altogether 71% and 54% of 5p
and 3p changes, respectively. Additions were usually consistent with the reference sequence,
but 2071 isomiRs (14%) showed a non-templated nucleotide addition at either 5p (403) or 3p
(1668) locations. Among them, only 86 substitutions (4%) may result from known genetic
polymorphisms (Ensembl release 94). Addition of Cytidine (C) or Guanosine (G) were observed
frequently at 5p (29% and 28%, respectively), whereas addition of Adenosine (A) and Uridine

(U) were the most frequent 3p variations (32% and 35%, respectively).

Sp variations 3p variations 5p non-templated add. 3p non-templated add.

(30% of isomiRs) (58% of isomiRs) (3% of isomiRs) (11% of isomiRs)

606
7%

Del  Add
61% 40%

1394
1161 16%

mA uC uG nlU
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Fig 10. Frequency of end variations affecting isomiR sequences. Percentages of addition and deletion
at either 5p or 3p ends were computed based on unique sequence counts. Deletions were the most
frequent variations, accounting for ~60% of variations affecting 5p and 3p ends. Single nucleotide
changes were likewise the most frequent variation (71% and 54% of 5p and 3p changes). Regarding
non-templated additions, additions of Cytidine (C) or Guanosine (G) were frequently observed at 5p
(29% and 28%, respectively), whereas additions of Adenosine (A) and Uridine (U) were the most
frequent 3p variations (32% and 35%, respectively).

Regarding polymorphic isomiRs, about 6% of variations may be related to known genetic
polymorphisms, the remaining 94% likely being produced by miRNA editing. As shown in Fig
11a, G nucleotides were on average more frequently modified (30% of isomiR counts) than
C/U (27%) or A (17%). However, when accounting for nucleotide usage within miRNAs (i.e.
frequency of nucleotides within miRNA sequences), substitutions involving C and U appeared
to be 50% and 10% more frequent than expected by chance. In contrast, G substitutions
appeared 20% less frequently than expected (Additional Fig S11). Nucleotides were mainly
replaced by A or U (Fig 11a). Altogether, G>A, U>C and C>U substitutions were the most

frequent polymorphisms, each accounting for ~15% of all polymorphisms.

The distribution of variations along the miRNA sequence (see Fig 11b) clearly showed that
substitutions are more likely to occur within the 3p region (61% of isomiRs, ~7% substitution
per nucleotide) than the first 5p nucleotide (4%) or the seed region (16% of isomiRs, ~2%
substitution per nucleotide). Distinct patterns of variation were observed when comparing 5p
and 3p regions: substitutions at 5p were prone to be G or U nucleotides (33% and 28%,
respectively), whereas substitutions to A or U nucleotides were observed more frequently at

3p (34% and 33%, respectively).
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Fig 11. Frequency of substitutions affecting isomiR sequences. (a) Percentages of nucleotide
substitutions were computed based on unique sequence counts. On average, G nucleotides were more
frequently modified (30% of isomiR counts) than C/U (27%) and A (17%), being mainly replaced by A
or U. Altogether, G>A, U>C and C>U substitutions were the most frequent polymorphisms, each
accounting for ~15% of all polymorphisms. (b) The distribution of variations along the miRNA sequence
clearly shows that substitutions are more likely to occur within the 3p region (61% of isomiRs, ~7%
substitution per nucleotide) than the first 5p nucleotide (4%) or the seed region (16% of isomiRs, ~2%
substitution per nucleotide). Substitutions at 5p were prone to be G or U nucleotides (33% and 28%,
respectively), whereas substitutions to A or U nucleotides were observed more frequently at 3p (34%
and 33%, respectively).

122



Diversity of sncRNAs across breeds

Differential expression analysis was used to explore the expression patterns of sncRNAs (miR,
piRNA, tRNA and rRNA) across breeds (Additional Table S14). Fig 12 provides, for each sncRNA
class, the number of differentially expressed features (adjusted p-value < 0.05) observed for

each comparison of breeds.

miRNA/isomiRs Abondance Normande Holstein Montbeliarde Belgian Blue  Charolais
Abondance X 36 45 103 13 15
Normand 129 X 0 76 17 18
Holstein 170 1 X 72 20 11
Montbeliard 175 187 118 X 29 38
Belgian Blue 33 76 54 32 X 8
Charolais 17 65 23 59 4 X
ftsRNA Abondance Normande Holstein Montbeliarde Belgian Blue Charolais
Abondance X
Normand 795 X
Holstein 716 20 X
Montbeliard 1005 1953 212 X
Belgian Blue 458 0 21 49
Charolais 239 189 198 237 2 X
piRNA Abondance Normand Holstein Montbeliard Belgian Blue  Charolais
Abondance X 1502 2815 2044 1218 649
Normand X 342 1652 817 518
Holstein X 574 480 619
Montbeliard X 581 589
Belgian Blue X 148
Charolais X

Fig 12. Differential expression of sncRNAs across breeds. Number of sncRNA per class showing
significant differential expression between pairs of breeds (adjusted p-value < 0.05). Many sequences
were found to be differentially expressed between at least two breeds, whatever the sncRNA class.
Interestingly, the Abondance and Monbeliarde breeds showed the highest number of differentially
expressed sncRNAs, whatever the class and the breed comparison. In contrast, the Belgian Blue vs
Charolais as well as the Holstein vs Normand comparisons yielded the lowest number of differentially
expressed sncRNAs.

Many sequences were found to be differentially expressed in each pairwise breed comparison,
regardless of the sncRNA class. The Monbeliarde breed showed the highest number of
differentially expressed sncRNAs, whatever the class and breed comparison. For instance, 63
miRNAs and 2089 rRNAs were found to be differentially expressed on average when
considering comparisons between the Montbéliarde and other breeds, whereas only 22 and
720 differentially expressed miRNAs and rRNAs, respectively, were identified on average for

other comparisons. In contrast, the Belgian Blue vs Charolais as well as the Holstein vs
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Normand comparisons yielded the smallest number of differentially expressed sncRNAs,
whatever the class. For instance, no differentially expressed miRNAs and only one
differentially expressed isomiR could be identified between Holstein and Normand. Likewise,
only a few differential sequences were identified between Belgian Blue and Charolais, with
only 8 miRNAs and 4 isomiRs (compared to 15 miRNAs and 76 isomiRs on average). A subset
of five miRNA was chosen to perform a biological validation by qRT-PCR: two miRNA (bta-
chrd_54509 and bta-mir-148b) and two isomiRs (bta-isomir-26a-1_1 and bta-isomir-26a-1_2)
differentially expressed between Abondance and Normande breeds, as well as one miRNA
differentially expressed between Charolais and Normande (bta-chrl6_21053). Five additional
bulls, which were not included in the RNA-Seq study, were chosen for each breed. On these
five miRNAs, three confirm statistically the RNA-Seq results, one showed the same trend but
failed to produce a statistically significant result and no differential expression was observed
for the last one (Additional Table S15). Altogether, NGS results were confirmed in 80% of cases

(60% with statistical significance).

Consistent with the observed differential expression, breeds could be distinguished by
hierarchical clustering on miRNA, with Holstein and Normande being clustered close together,
while in contrast the Abondance and Normande breed belong to the most distant clusters
(Fig.13). The Belgian Blue breed appeared to be more diverse, with 2 bulls close to the

Charolais breed and 3 bulls close to the Monbeliarde breed.
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Il hsa-miR-361-3p
bta-chr5_59128_mt
bta-miR-664b
bta-chr10_5494_mt
bta-chr16_21502_mt
bta-miR-2284y
bta-miR-34¢
bta-chr18_27269_mt
bta-chré_61103_mt
bta-miR-1839

M bta-miR-101

M bta-miR-218

B bta-miR-148b
bta-chr18_27119_mt
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Fig 13: Hierarchical clustering based on miRNA expression. Breeds could be distinguished
based on 294 differentially expressed miRNA, among which 50 are depicted in the diagram.
Breed specific expression patterns could be observed, some miRNA being upregulated in one
or a few breeds.

Noteworthy, breed specific expression patterns could be observed, with several groups of
miRNAs being differentially expressed between one (or a few) breed and the others.
Altogether, about half of differentially expressed miRNA could be associated to such specific
patterns. Interestingly, these miRNAs were found to cluster in the previously described
correlation networks (Fig 7), with miRNA having a similar pattern clustering within the same
correlation networks, as illustrated by the node color code in each network (Fig 14). Thus,
positive correlations between miRNA are, at least in part, indicative of coordinated expression

in each breed.
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Fig 14. Correlation networks of positively correlated miRNAs. Correlation networks of miRNA pairs
with significant positive correlations above 0.9 (any pair) or above 0.75 (pair including a miRNA
exhibiting differential expression across breed), as drawn by Cytoscape. Nodes were colored according
to the miRNA-specific expression across breeds (i.e., up-regulation in one or a few breeds compared
to the others).

Putative targets of differentially expressed known miRNAs were identified using Targetscan
7.2 and filtered on "weighted context++ score percentile" (>=95%), resulting in a set of 2826
targets used for a gene ontology analysis. Several enriched biological terms were identified,
including animal organ morphogenesis, cell development, anatomical structure
morphogenesis, and regulation of gene expression. Surprisingly, by focusing on the two most
highly enriched terms (organ morphogenesis and cell development), 71% of the annotated
genes with significantly differential expression among breeds were characterized by highly
specific expression in the Montbéliarde breed compared to another. Moreover, the majority
of miRNAs targeting these same genes were found to be under-expressed in the Montbéliarde

sperm cells (about 90% of the cases).
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Noteworthy, semen quality parameters were shown to vary across breeds, especially
parameters related to motility such as curvilinear velocity (VCL, um/s), amplitude of lateral

head displacement (ALH, um) and progressive motility (%) (Fig. 15 and Additional Table S16).
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Fig. 15: Distribution of motility related sperm quality parameters across breeds. Boxplots illustrate
the distribution of three parameters (progressive motility (%), curvilinear velocity (VCL, pm/s) and
amplitude of lateral head displacement (ALH, um)), showing the minimum, first quartile, median, third
quartile, and maximum for each breed. Significant pairwise comparison (Wilcoxon Rank Sum Tests) are
depicted above boxplots (*pvalue under 5%, ** pvalue under 5%s).

Since a previous study reported differentially expressed miRNA and piRNA between high and
low motile spermatozoa (30), association between quality parameters and breed differentially
expressed miRNA and piRNA was assessed. Firstly, among the 196 differentially expressed
sequences described in Capra et al (30), 156 were also identified in our dataset, corresponding
to 121 different miRNA. On these, 22 (18%) were also differentially expressed between breeds
(Additional Table S17). Then correlations were computed between quality parameters and
miRNA/piRNA expression level in each breed (Additional Table S18). With only five sample per
breed, it was not possible to take inter-individual variation into account and evaluate whether
variation among breeds is larger than individual variation within each breed. Thus, the mean
expression level was computed per breed for each miRNA/piRNA and correlations were
estimated between the mean expression level and the mean of each functional parameter.
When considering parameters related to motility (VCL, ALH, motility), 833 miRNA were found
to be correlated to either VCL, ALH, motility, 129 being also differentially expressed between
breeds and 91 being differentially expressed in Abondance breed, which shows significant

difference in VCL and ALH parameters compared to the other breeds. In addition, 38 miRNA
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belong to miRNA differentially expressed between High and Low motile spermatozoa
identified by Capra et al (30). Likewise, 5464 piRNAs were found to be correlated to motility
related parameters, 259 being differentially expressed between breeds and 250 being
differentially expressed in Abondance breed. These piRNA belong to all clusters associated to
High motile (64 clusters) and Low motile spermatozoa (15 clusters) identified by Capra et al

(30).

The study of sperm RNAs is challenging, as spermatozoa harbor low amounts of highly
fragmented RNA and are to some extent resistant to lysis using conventional methods. As a
consequence, numerous procedures have been developed, often leading to highly variable
RNA content and making it difficult to compare between samples or studies, especially across
species. In our hands, the published protocols led to partial lysis of cattle sperm (evaluated by
microscopic examination) and low RNA yield. In contrast, we were able to reproducibly apply
our novel protocol to 40 sperm samples. On average, about 60 ng of total RNA can be
recovered from about 30 million spermatozoa (2 straws), i.e. about 2 fg on average per frozen
spermatozoa. This is consistent with the published estimate of 5 fg/sperm in swine (46), 2-20
fg/spermin stallions (47), and 5-15 fg/sperm in humans (9, 48, 49). In agreement with previous
studies, no 18S and 28S rRNA peaks could be detected by electrophoretic assay, indicative of
low contamination by somatic cells (50). Most importantly, the conditions for RNA extraction
and sequencing enabled us to establish a comprehensive repertoire of cattle sperm-borne
sncRNA, which could serve as reference for later studies focusing on sperm quality

characteristics and fertility.

The overall small RNA content of bull sperm

Consistent with Spermbase data on human and mouse (19), the most abundant classes of

SncRNA in bull sperm were rRNAs, piRNAs, miRNAs and tsRNAs, with rRNA being the most
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highly represented class. However, this finding contrasts with Spermbase data, where tsRNA
account for more reads than any other sncRNAs. Our findings also agree with previous reports

suggesting that piRNAs are highly abundant sncRNAs in sperm [59].

Reads annotated as mRNA (0.4% of reads) represented degraded transcript fragments from
3250 genes, of which a substantial portion is involved in spermatogenesis. This information
supports the hypothesis that these mRNA fragments are remnants from earlier stages of

spermatogenesis rather than derived from contaminating somatic cells in our preparation.

Though no 18S and 28S rRNA peaks could be detected by electrophoretic assay, about 25% of
reads were annotated as rRNAs, mainly 18S (29%) and 28S (23%) rRNAs. However, consistent
with a previous report in humans, they appeared to be fragmented, with particular patterns
of peaks and read-poor regions, suggesting that this degradation is achieved by a selective
RNA cleavage (51). Of note, mature spermatozoa are thought to be depleted in rRNAs, due at
least in part to the expulsion of the cytoplasm as a droplet during maturation. The abundance
of rRNA fragments in mature sperm suggests that expulsion through the cytoplasmic droplet
is not complete and that cleavage may be of importance to avoid protein synthesis. Whether
these rRNA fragments may also play a role at fertilization or during zygote development

warrants future study.

Together with rRNAs, we identified piRNAs as a major constituent of sperm sncRNAs and
observed a great diversity of piRNA-like sequences. In a previous study on cattle gonads,
gametes, and embryos, Russel et al reported a distinct population of slightly shorter, 24-27 nt
piRNA-like RNAs exhibiting many of the canonical characteristics of piRNAs but having weak
or absent 1U bias (52). Consistent with these findings, piRNA-like RNAs identified in our study
also appeared to be shorter, resulting mainly from a deletion at either ends. However, we still
observed a 1U bias, although weaker than for piRNAs. No particular expression profile and no
association with particular biogenesis classes could be observed. Thus, with the exception of
their length, these piRNA-like RNAs showed all the same features of piRNAs and likely
represent isoforms of piRNAs. Recently, different length variations of piRNAs have been
discovered in several studies, and several exonucleases have been found to be required for
pPiRNA end trimming in different species (53-55). To our knowledge, no bioinformatic resource
is yet available for the detection and annotation of piRNA isoforms, with the exception of

IsopiRBank (56), which unfortunately does not cover the bovine species. However, consistent
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with statistics from IsopiRBank and general mechanisms of RNA editing, we found that length

variations at the 3’ end were the most frequent changes affecting piRNA isoforms.

Besides their established role in repressing transposable elements and protecting the integrity
of the genome in germ cells (57), growing evidence suggests that piRNAs also function in
regulating protein coding genes in germ cells and early embryo development (58) and play a
role in sperm fertility (59). A noteworthy result of our study was the overwhelming majority
of reads annotated as intergenic-derived piRNAs, with a significant four-fold enrichment
compared to the whole piRBase database. In addition, the sperm piRNAs were predominantly
29-31 nt in length; showed preference for uracil at their 5p terminus; had no adenine
enrichment at nucleotide 10; and appeared to derive from transposons in very small number
(only 5%). Altogether, this suggests that the piRNA population identified in bull mature sperm
is mainly produced by the PIWIL1-directed production pathway rather than the
PIWIL2/PIWIL4-directed secondary pathway in which piRNAs are typically produced from
transposons or other repeat-associated regions. This is consistent with previous findings in
mice, where studies showed that i) in contrast to primordial testis, piRNAs are produced in
adult testis independent of the ping-pong mechanism (60); and ii) cauda spermatozoa were
enriched in piRNAs apparently derived from the primary PIWIL1-directed production pathway
and possibly generated in situ in maturing spermatozoa (7). Elucidating the role of bull sperm
piRNA and piRNA-like in sperm fertility and early embryo development warrants further

investigation.

Regarding tsRNAs, we identified 5p-tRHs as the predominant subgroup in bull sperm, in good
agreement with results in human, mouse and rabbit sperm data (19). Altogether, 5p-derived
fragments represented 63% of all bull sperm tsRNAs, with tRF3s and 3p-tRHs being expressed
at low levels (30x less expressed than 5p derived fragments). A similar pattern was also
described in bull sera (61) but with a larger contrast, where 5p derived fragments were 4000x
more expressed than 3p ones. This discrepancy may be related to biological differences
between tissues, as suggested by the extensive differences in tRF expression observed
between human biofluids (62). Alternatively, they may also reflect sperm changes in response
to stress induced by the cryopreservation process. Indeed, tRHs are produced by specific
cleavage in the anticodon loop of mature tRNA by angiogenin under various cellular stress

conditions, and changes in tRF relative expression have been described under pathological
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conditions (63). In addition, oxidative stress has been shown to promote tRNA fragmentation
(64), and altered 5p tRHs profiles have been observed in mouse sperm after a high-fat diet
(16). Whether tRFs expression profiles could be relevant biomarkers for sperm quality or bull
management will require further work. Unlike many other studies, we identified i-tRFs as the
second contributor (18%) to sperm tsRNAs, with more than 84% of these reads being
produced by MT tRNAs, a disproportionately high contribution considering that there are only
22 MT tRNA sequences. Similar results have already been described in prostate cancer tumors,
where i-tRFs derived from MT tRNAs are particularly abundant (65). In our data, Gly and Glu
isoacceptors were predominant in ejaculated bovine sperm cells, in good agreement with
results obtained on cauda epipidymis sperm cells in mice (66). Interestingly, these
isoacceptors have also been reported as over-represented in seminal plasma exosomes (67)
and epididymosomes (66), which can transfer their tsRNA content to the sperm (68). This
epididymal cell-sperm communication mechanism has been proposed to link the paternal
environment (i.e., nutrient availability) to the mature sperm, providing an adaptive metabolic
advantage to the offspring (69). Whether sperm tsRNAs derive from this mechanism or from
the intrinsic ability of sperm to cleave tRNA is still unclear. Regarding the biological role of
these sperm tsRNAs, several groups have provided compelling evidence in mice that they are
involved in paternal epigenetic inheritance and early embryonic development through
modification of embryonic gene expression (70, 71). For instance, tRF5- Gly-CCC, -TCC, and —
GCC were shown to repress MERVL, an endogenous retro-element active in the
preimplantation embryo and regulating the expression of genes involved in totipotency and
zygote genome activation (72). Likewise, tRF- Gly-GCC and tRF-GIu-TTC were found to be
downregulated in human sperm producing low quality embryo in vitro (73). Whether mis-
regulation of some tsRNAs in sperm might contribute to poor sperm quality, abnormal early

embryo development, and reduced fertility in cattle warrants future investigation.

The bull sperm miRnome

Based on miRBAse, we identified 635 miRNAs, increasing by ~50% the known miRNA
repertoire present in sperm. Indeed, 376 miRNAs have been identified in either human, mouse

or rat sperm according to SpermBase (19), from which 216 have also been detected in the
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present study. Our results partly overlap those of previous studies on cattle sperm, both in
terms of identified miRNAs and expression levels. For instance, 28 out of the 30 most
expressed miRNA published by Stowe et al. (74) are also expressed at high levels in the present
study, with the exception of bta-miRNA-199a-5p, which is weakly expressed. Likewise,
expression levels of 404 shared miRNAs were also in good agreement with those measured by

Capra et al (30) (Additional Table S19).

Based on miRDeep2, 2022 additional miRNAs were predicted, associated with 1944 pre-
miRNAs. Among these predicted miRNAs, 68 were also previously identified by Capra et al.,
and 5% were covered by both 5p and 3p miRNAs, increasing the likelihood of being true novel
miRNAs. Of note, we report numerous known and predicted miRNA expressed at moderate
and low levels. Our efficient extraction procedure, as well as the high sequencing depth in our
study (35M reads vs ~4.5M per sample in previous studies), probably accounts for the wider
panel of known and novel miRNAs detected in this study. Alternatively, discrepancies between
studies may also be explained by different miRBase release versions or the use of different
breeds. In particular, about 100 out of the 232 predicted miRNAs published by Capra et al.

have been added to the latest miRBase release.

Regarding the genomic location of bovine sperm miRNAs, their distribution appears to be
similar to the known distribution of cattle miRNAs published in miRBase and in good
agreement with results in other species (75, 76), showing that miRNAs are frequently located

within introns of protein-coding genes.

About 20% of sperm miRNAs have been located within genomic clusters (within 10 kb of
another miRNA), in good agreement with estimates based on miRBase for cattle (22%) and
humans (20%). We also explored whether genomically clustered miRNA are co-expressed to
highlight physically linked miRNA, such as those produced from a same pri-miRNA transcript.
Our analysis, based on statistical correlations, suggests that some, but not all (i.e. 20%),
genomically clustered miRNAs may be co-expressed as a single polycistronic pri-miRNA
transcript. Among the 43 clusters of co-expressed miRNA identified in this study, 15 were
already described in humans (45). Of note, miRNA belonging to the 9 remaining human
clusters were not expressed in sperm. Our study thus expands the list of known polycistronic
pri-miRNA clusters, adding in particular 5 large clusters ranging from 4 to 16 miRNAs.

Interestingly, 8 clusters comprise predicted miRNAs alone, and two clusters comprise both
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known and predicted miRNA, strengthening their likelihood to be genuine miRNAs.
Surprisingly, many strong positive and negative correlations were also observed between non
clustered miRNA pairs. Such correlations may correspond to regulatory networks, including
for instance miRNAs co-regulated by shared regulatory features (positive correlation), as well
as miRNAs hosted by transcripts targeted by other miRNAs (negative correlation). Regarding
positive correlations, our analysis highlighted 77 correlation networks that mostly gather
miRNAs differentially expressed between breeds, suggesting that they reflect mainly inter-
breed genetic differences. Regarding negative correlation networks and assuming that
intragenic miRNAs are transcribed in parallel with their host transcripts, we also identified
putative miRNA-miRNA regulatory networks, encompassing 41 “master” miRNAs negatively
correlated with other miRNAs hosted within their predicted targets. In support of this
hypothesis, co-expression of miRNAs and their host genes has already been shown by
expression studies (77, 78), as well as eQTL studies that show a substantial fraction of eQTLs
shared between intragenic miRNAs and their host genes (79). This mechanism is, however, far
from general; many intronic miRNAs possess their own promoter and are transcribed
independently of their hosting genes (80). Additional data will be required to further explore
in cattle whether miRNAs and their host genes are co-expressed, and in vitro transfection
studies may be helpful in validating some of the putative miRNA-miRNA regulatory networks

identified in this study.

A large number and an impressive diversity of isomiRs were also observed, with the number
of isomiRs per miRNA varying greatly, ranging from a few up to one thousand. Some miRNA,
such as miRNA-100, miRNA-146a, miRNA-151-3p, miRNA-143, miRNA-331-3p, miRNA-23b,
mMiRNA-24, miRNA-222 and miRNA-199a-3p, have been proposed to be more prone to
variations in human tissues (35). Interestingly, these miRNAs also display a high number of
isomiRs in our data (531 on average, compared to 97 for the whole miRNome). This suggests
that common sequence features or conserved molecular mechanisms contribute to the isomiR
profile across species. Surprisingly, published canonical sequences were found to be the most
expressed in only half of the cases, and 14% of them were not detected at all in our data.
Evolution of the criteria used to define canonical miRNAs throughout time (81), as well as

tissue- and species-specific expression, may account for this situation.
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IsomiRs: an underexplored diversity

Focusing on 14765 relevant isomiRs in terms of expression levels and representation across
breeds, 3p variations appeared twice as frequently as 5p variations, both in terms of isomiR
counts and expression. More than half of isomiRs are produced by a single 3p change (34%)
or substitution within the miRNA sequence (21%), while single 5p changes account for only
8% and 38% result from a combination of several changes. These findings are consistent with
previous reports, showing for instance that a vast majority of observed miRNA carried changes
at their ends, in agreement with the hypothesis of cleavage variations by either Drosha or
Dicer (43). However, the high frequency of 3p changes, especially deletions, suggests that
other mechanisms also contribute to the variation pattern. In particular, crystallographic
studies have shown that 5p ends are tethered to Argonaute through multiple interactions and
packed within the MID domain, whereas 3p ends may extend from the PAZ domain and may
therefore be susceptible to 3’ -5’ exonucleolytic activities (82). We also described non-
templated nucleotide additions, such as mono uridylation and adenylation, especially at 3p
ends. This finding is consistent with other studies, showing that post-transcriptional
modification of RNA and miRNA by 5p—3p nucleotidyl transferases, especially poly(A)
polymerase and terminal uridylyl transferases, is a common mechanism, conserved in a
variety of species (37, 83). In cattle sperm, although mono uridylation and adenylation affect
a similar proportion of miRNA (32-35%), mono uridylation seems to be the predominant
mechanism, accounting for 34% of expression of isomiRs carrying 3p non-templated additions,

compared to only 25% for mono adenylation.

We also identified substitutions as a major driver of miRNA variation, accounting for more
than one third of isomiRs. The vast majority of these polymorphic isomiRs are likely produced
by miRNA editing, since only 6% of these variations co-localize with known SNPs. However,
this percentage is probably underestimated due to limited availability of whole genome
sequences from the Abondance, Charolais, Normand, and Belgian Blue breeds. Whole genome
sequencing of bulls included in this study may help in the future to distinguish more precisely
genetic polymorphism from variations introduced by editing. Several mechanisms have been
described as major editing processes, including adenine and cytosine deamination (leading to
A>G tor C>U transitions), nucleotide insertion in the mature miRNA by nucleotidyl

transferases, and RNA-specific adenosine deaminase (ADAR) A>l deamination (detected as
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A>G transitions). Consistent with these data, our results showed an elevated frequency of C>U
changes, the C substitution being 50% more frequent than expected based on nucleotide
usage within miRNA sequences. A>G substitutions were also observed at lower frequency,
suggesting that cytosine deamination is more frequent in bull sperm than adenine
deamination. In our data, G>A and U>C transitions were observed at similar frequencies as
A>G and C>U transitions. This suggests that in addition to classic A>l and C>U editing events,
some other molecular mechanisms also significantly shape the sperm miRnome, making the
editing paradigm much more complicated than initially thought. In line with our results, G>A
and U>C changes have been reported in B lymphocytes (84), and G>A editing of WT1
transcripts has been associated with the APOBEC3A protein, a member of the APOBEC/ADAR
protein family (85). Interestingly, APOBEC3A has been shown to be expressed at high levels in
mouse sperm heads (19) as well as human sperm, with upregulation between sperm achieving
pregnancy and those that do not in intrauterine insemination (86). Whether the relative
frequency of classic vs non-classic editing in sperm may also be associated with APOBEC3A
and impact bull fertility in cattle warrants future investigation. Furthermore, ADAR A>| editing
has been previously described as the major driver of seed polymorphisms in the mouse brain,
accounting for about 40% of changes within the seed (87). This finding seems to be far from
general, and in bull sperm G>A and C>U transitions are the most frequent changes within the
seed. Polymorphisms within the seed and 5p variations together account for only 24% of
isomiR expression. However, since polymorphisms as well as the seed region shift due to 5p
variation may change the set of target mRNAs (39), these changes may be of functional
importance, especially for isomiRs accounting for a large proportion of miRNA expression (e.g.
74 isomiRs polymorphic within the seed as well as 94 5p isomiRs having a relative expression
above 50%). Overall, our findings on bull sperm support the notion that the diversity of

expressed isomiRs should be considered instead of focusing on canonical miRNAs (88).

Diversity of sncRNA profiles among breeds

Many sequences belonging to all sncRNA classes showed breed specific expression patterns
ad were found to be differentially expressed between breeds. For instance, the Abondance
and Monbeliarde breeds showed the highest number of differentially expressed sncRNAs,
whatever the sncRNA class and the breed comparison, while only a few differential sequences

could be identified between Holstein and Normande. The origin of these differences remains
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elusive and several hypothesis can be drawn. Indeed, breeds in this study differ in many
aspects including genetic background (breed effect), local environment, nutrition and
management, many of which may influence gene expression, making it difficult to decipher

the breed and environment effect.

Consisted with a genetic origin of miRNA and piRNA differential expression between breeds,
we observed changes in miRNA and piRNA expression according to sperm production
parameters, which are under genetic control and are known to differ between breeds. In
particular, Abondance bulls showed significant differences for motility related parameters and
a large number of miRNA (833) and piRNA (5464) were found to be associated with these
parameters, including miRNA (91) and piRNA (250) differentially expressed between
Abondance and other breeds. Interestingly, a previous study already reported differentially
expressed miRNA and piRNA between high and low motile spermatozoa (30). About 25% of
these miRNAs and 13% of piRNA located in these piRNA clusters were shown to be also
associated with motility parameters in this study. This apparently low overlap between studies
may result either from low statistical power or from physiological differences. Indeed Capra
et al compared two populations of high/normal and extremely low motile spermatozoa (i.e
VCL 100 vs 50 um/s, ALH 3 vs 2.15um, Motility 48 vs 3.8%), whereas our study analyzed semen
in a normal range of variation (i.e. VCL 280-150um/s, ALH 10-6um, Motility 90-25%).

Alternatively, environmental conditions may also influence sncRNA expression. In this respect,
it is worth to note that Holstein and Normande bulls, which were housed in the same semen
production center, also showed the lowest number of differentially expressed sncRNAs.
Likewise, Charolais and Abondance bulls were housed in the same center and cluster close
together based on miRNA expression despite differences in terms of semen functional

parameters.

Disentangling genetic and environmental effect will require a large number of bulls form
several breeds to be raised altogether in the same semen production center to evaluate the
breed effect, and to duplicate this design in several semen production center to measure the

environmental effect.
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Semen collection

Commercial sperm straws were obtained for ten Holstein and Montbéliarde bulls, as well as
five bulls for each of the following breeds: Normande, Charolais, Abondance and Belgian Blue.
Thus a total of 40 representative bulls (normal sperm morphology and motility, good fertility)
was selected for this study. Semen collection was performed by French and Belgian semen
production centers (Evolution-XY, Umotest, Auriva-Elevage and AWE) following the routine
protocol. Freshly ejaculated semen was diluted in egg yolk extender (Optidyl, IMV

Technologies) before freezing using the DigitCool program (IMV Technologies).

Total RNA isolation

Two straws per ejaculates (30-40 million sperm cells) were thawed and pooled for RNA
extraction. Sperm quality was assessed after thawing using IVOS (Hamilton Thorne Inc) and
flow cytometry (Easycyte 6HT, Guava Technologies Inc). Motility, kinetics, viability,
mitochondrial potential activity and oxidation sensitivity were measured. A search for somatic
cells was also performed using both visual examination under microscope (counting about
1000 sperm cells/sample) and flow cytometry (forward- and side- scatters), showing that
contamination was below detectable levels. Remaining seminal plasma and extender were
removed by washing the semen twice in 1ml of Phosphate Buffered Saline solution (PBS),

followed by centrifugation 5 minutes at 2400 x g.

RNA extraction was performed according to an optimized Guanidium-Trizol total RNA
extraction protocol, based on a Guanidium thiocyanate—phenol—chloroform extraction
protocol (89). Sperm pellets were homogenized in 100ul of RLT buffer (Qiagen) supplemented
with 1 pl beta-mercaptoethanol and incubated 15 minutes at room temperature. Then, 1 ml
of Trizol (Invitrogen) was added and samples were incubated 5 minutes at room temperature.
Complete lysis was ascertained by microscopic examination of 10l aliquots. After addition of
100ul of chloroform and vigorous shaking for 15 seconds, samples were incubated 2 minutes
at room temperature and centrifuged at 12 000 x g during 15 minutes at 4°C. The aqueous

phase was transferred to a new collection tube and mixed with 100ul of chloroform by
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vigorous shaking. After incubation for 2 minutes at room temperature and centrifugation at
12 000 x g during 15 minutes at 4°C, the aqueous phase was recovered and nucleic acids were
precipitated overnight at -20°C using 1 volume of isopropanol supplemented with 25pl
glycogen (Ambion AM9510, 5mg/ml). After centrifugation at 12 000g during 15 minutes at
4°C, pellets were washed with 75% ethanol and dried under vacuum. Dried pellets were then
re-suspended in 12ul of RNase free water and incubated 1 hour at 4°C before quality control

assessment.

RNA quality controls and sequencing

RNA concentration was assayed using the Qubit® Fluorometer (Molecular Probes by Life
Technologies) using the Qubit® RNA HS Assay Kits (Q32852 Molecular Probes), according to
the manufacturer’'s recommendations. During protocol development, quality and
concentration were also evaluated by electrophoretic assays on an Agilent Bioanalyser 2100,

using standard procedures.

In addition, RT-gPCR was used to quantify the expression of miRNA-125b-5p, which has been
shown to be highly expressed in sperm (41). Total RNAs (5ng) were reverse transcribed in 10-
ul reactions using the miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR Starter kit (Exiqon). RNA
spike-in control (Usp6) was also added during the RT-step. Triplicates were assayed in 10-pl
gPCR reactions following the miRCURY LNA kit protocol, using a StepOnePlus Real time PCR
System (Applied biosystems). Amplification curves were analyzed using the StepOne software

v2.3 both for determination of Ct values and for melting curve analysis.

Library preparation and sequencing was done by the Exiqon service provider. Briefly, miRNA
libraries were constructed using the NEBNext® Multiplex Small RNA Library Prep Set for
Illumina® kit, including a size selection and quality control by Bioanalyzer. Deep sequencing

was performed on Illlumina HISeq2000, targeting 40M single-reads (50 bp) per sample.

Sequence analysis

Low quality sequences were removed and adaptors were trimmed (Cutadapt). Sequences
shorter than 17nt were filtered and remaining sequences were then grouped by unique
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sequences to obtain total read counts for each. A workflow mostly based on miRDeep2 (90,
91) was used to identify and quantify known as well as predicted miRNAs. The unique
sequences were mapped to the reference bull genome (Btau8, UMD3.1.1). Precursors and
miRNAs were identified using the miRDeep2 core module, miRDeep2.pl. Potential miRNA
datasets were created by adding known miRNA in bull (miRBase v22, March 2018) to miRNA
associated with predicted precursors with a miRDeep2 score 20. The same operation was
performed to create a data set of potential precursors. The quantifier.pl miRDeep2 module
was then used to map unique reads, the set of potential miRNAs and all known miRNAs
(miRBase v22) on the set of potential precursors enabling the annotation of miRNAs. The
guantification results produced by the quantifier.pl module were then filtered with a custom

perl script “parse_miRDeep2_outputs.pl” (https://github.com/SmartBiolnf/PAQmIR) to

eliminate any redundancy between known and predicted miRNAs.

Two separate expression files were generated from these results, providing either miRNA-
level read counts (corresponding to similar sequences mapped to the same location), or
isomiR-level read counts (corresponding to unique sequences). In parallel with this specific
study of miRNAs, all unique sequences have been categorized by mapping to several

databases and published data: cattle mRNA (Ensembl release 94, www.ensembl.org), RFAM

release 14 (http://rfam.wustl.edu), cattle ncRNA from ENA (https://www.ebi.ac.uk/ena),

cattle tRNA from GtRNAdb (www.gtrnadb.ucsc.edu), human, mouse and cattle piRNAs from

ENA, as well as (30) and (92). Fig 16 summarizes this analysis workflow.
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Fig 16. NGS data analysis workflow at a glance.

An in-house pipeline (93) was used to annotate miRNA precursors relative to gene features
(Ensembl release 94) and repeats (UCSC RepeatMasker file). The following criteria were
applied for the delineation of promoters, transcription start sites (TSS) and transcription
termination sites (TTS): promoter, -2000 to +100 bp relative to the TSS; TSS, -100 to +100 bp
relative to the TSS; TTS: -100 to +100 bp relative to the TTS. The miRNAs located inside TTS,
TSS, promotor, exon, intron, 3 or 5p UTR have been located in “genic” regions. On the other
end, all miRNAs situated only on his own gene or in another place in the genome have been

considered in “intergenic” regions.

Targetscan 7.2 (release March 2018) and Targetscan custom 5.2 were used to predict targets
for known and predicted miRNAs, respectively. The gene ontology and KEGG pathways were

explored using WebGestalt (94) (http://www.webgestalt.org/).
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Correspondence between piRNA clusters published by Capra et a/ and our piRNA sequences
was ensured by mapping piRNA on cluster sequences using blast (options -task “blastn-

short”), keeping only perfect matches along the whole piRNA sequence.

RTqPCR validation of breed differential expression.

Two miRNA (bta-chr4_54509 and bta-mir-148b) and two isomiRs (bta-isomir-26a-1_1 and bta-
isomir-26a-1_2) differentially expressed between Abondance and Normande breeds were
chosen, as well as one miRNA differentially expressed between Charolais and Normande (bta-
chrl6_21053). LNA primers were purchased from Qiagen (sequences and references given in
Additional Table S15). Additional bulls, which were not included in the RNA-Seq study, were
chosen to perform the biological validation. Sperm RNA was produced for five bulls from each
breed following the protocol described above. Total RNAs (5ng) were reverse transcribed in
10-pl reactions using the miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR Starter kit (Exigon).
Triplicates were assayed in 10-pl qPCR reactions following the miRCURY LNA kit protocol, using
a StepOnePlus Real time PCR System (Applied biosystems). Amplification curves were
analyzed using the StepOne software v2.3 to compute Ct values and analyse the melting curve.

Relative expression was computed with the gbase* software (Biogazelle).

Statistical analysis

Expression similarity between miRNA pairs was assessed with the Pearson correlation matrix,
using the rcorr and p.adjust functions from the Hmisc R package. Only miRNAs with mean
normalized expression greater than 10 in at least one breed were included in the correlation
study. The circos plot was drawn using the RCircos R package. Cytoscape 3.7.1 (95) was used
to build correlation networks, using the Prefuse Force Directed layout. Between-class
correspondence analysis was performed using the ade4 R package (with the dudi.bca
function). DESeq2 (96) was used to normalize read counts and test for differential sncRNA
expression between breeds, based on negative binomial generalized linear models. Statistical
significance was evaluated based on Benjamini-Hochberg adjusted p-values (97), with a

significance threshold of 5%. Multiple comparison tests between semen functional
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parameters were performed using the wilcox_test function from the R rstatix package and
boxplots were drawn using the ggboxplot function from the ggpubr package. Correlations
between semen functional parameters and miRNA and piRNA expression was performed
using the rcorr and p.adjust functions from the Hmisc R package. Correlations above |0.7|
(pvalue<=0.1) were kept for miRNA, while correlations above |0.8| (pvalue<=0.001) were kept

for piRNA.

Data availability

The (trimmed) raw data have been stored at ENA, European Nucleotide Archive, under the

primary accession number: PRJEB33940.

Our study provides a comprehensive overview of cattle sperm sncRNAs, and our findings will
pave the way for future work on the functional significance of sncRNAs in terms of semen
quality and fertility. In particular, the role of rRNAs, tRFs and isomiRs at fertilization and during
zygote development warrants future study. In particular, their individual expression levels,
global expression profile, or frequency of particular editing events may prove to be relevant
biomarkers for sperm quality or bull management, and thus of great interest for artificial

insemination companies.
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Additional Fig S1. RNA quality control. Bioanalyzer profil and RTqPCR with miRNA-125b-5p
primers were performed to validate RNA size, quality and concentrations, starting from 5 ng
of total RNA, as estimated by Qubit® RNA HS Assay Kit. (a) Typical electrophoretic profiles
were obtained, with the expected dome around 20 nucleotides and no evidence of 18S and
28S rRNAs. (b) Consistent amplification results were obtained (Ct in the range 20-21),
indicating that the Qubit —estimated concentration was reliable and that no inhibitors remain
in the RNA preparation. Single peak melting curves were also obtained, indicating that a single,
specific product has been produced.

Additional Fig S2. NGS data quality controls. (a) Phred Quality score distribution over all
sequences for the 10 first samples, showing Q score above 30 for more than 97% of reads. (b)
Read length distribution for the 10 first samples, showing two main peaks at 18-26nt
(microRNA or siRNA) and 28-32nt (piRNA or tsRNAs.

Additional Fig S3. Reads annotated as mRNA fragments. About 24992 reads have been
identified as mRNA fragments. (a) The vast majority of these reads were 50nt in length. (b)
IGV profiles of two genes (AKAP1 and PRM1) covered by well distributed unique reads having
high count levels.

Additional Fig S4. Reads annotated as rRNA. Distribution of reads across 18S (a) and 28S (b)
rRNAs show a particular pattern made of several peaks and read-poor sub regions, suggesting
that rRNAs are fragmented by selective RNA cleavage.

Additional Fig S5. Biogenesis of tRFs and classification of fragments. The cloverleaf structure
of a tRNA typically contains a D-Loop, an Anticodon-Loop, a variable loop, a T-loop, and an
amino acid acceptor stem. (a) Several endonucleases can cleave tRNAs at specific sites,
generating tRFs of different categories: cleavages of an RNase at the D-loop or T-loop of a
tRNA can generate a 5’ or 3’ tRFs, respectively. Dicer (DCR) endonucleases have been reported
to cleave tRNA at D-Loop, T-Loop and the amino acid acceptor stem. RNase Z cleavage has
been shown to produce tRF3s n a Dicer-independent manner. Moreover, Angiogenin (ANG), a
member of the RNase A superfamily, was shown to cleave the Anticodon-Loop to produce
tRNA halves upon stress stimuli. ANG is also able to cleave the T-loop of tRNAs. Other
unknown RNases might also participate in tRFs generation. (b) Multiple tsRNAs alignments
along the tRNA4174-LeuAAG sequence (D-Loop in red, T-Loop in yellow, Variable-Loop in
green and amino acid acceptor stem in violet), illustrating the five tRFs categories: tRF5 and
tRF3 (~15-32nt fragments), 5'-tRHs and 3'-tRHs (30-35nt) and i-tRFs. Reads that didn’t fall into
these categories were classified as other, possibly including full-length tRNAs (limited to the
first 50th nucleotides due to the sequencing protocol). Post-transcriptional modifications
and/or genetic polymorphisms may also affect tRFs (nucleotide depicted in red). Criteria used
to define the categories are depicted below the multiple alignment. Full line indicates the
mandatory region that should be covered by the tRF, while dot line indicate the range that
can be covered by the tRF.

Additional Fig S6. Frequency of tRFs isotypes. The percentage of read counts was computed
for each tRF and each associated anticodon, according to the tRF length. Only the most
expressed tRFs are reported in the histogram. The left axis (0-40%) refers to 5p-tRHs, which
are the most expressed tsRNAs. The right axis (0-10%) refers to the other tsRNAs.
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Additional Fig S7. Distribution of cleavage sites along the anticodon-Loop, for both 5p-tRHs
and 3p-tRHs, showing a bias towards 5p of the anticodon and a high frequency of cleavage at
the 4t and 7™ nucleotides.

Additional Fig S8. Distribution of Pearson correlation for all and clustered miRNAs.
Correlation coefficients were computed for the top 1580 miRNAs having a mean expression
level above 10 in at least one breed (all miRNA) and clustered miRNAs. Correlations of a miRNA
with itself were omitted. Stronger correlations were observed between genomically clustered
miRNA compared to non-clustered miRNAs.

Additional Fig S9. Five putative functional regulation networks. A search was performed to
identify specific patterns of correlation (above |0.7]) indicative of putative functional
regulation (miR-x -> miR-y -> miR-z implies negative correlation between miR-x and miR-y as
well as miR-y and miR-z, while a positive correlation is expected between miR-x and miR-z).

Additional Fig S10. Classification and examples of isomiRs for bta-chr29_51574. Multiple
alignments along the Genome and the Pre-miRNA sequence are shown, illustrating the
diversity of changes occurring in isomiRs and clarifying the nomenclature used in the text.

Additional Fig S11. Frequency of substitution and nucleotide usage in miRNA sequences. The
frequency of each nucleotide was computed based on all canonical miRNA sequences and
compared to the frequency of substitution in isomiRs. Ratio above or under 1 are suggestive
of non-random substitutions. Substitutions involving C and U appeared to be 50% and 10%
more frequent than expected by chance, while G substitutions appeared 20% less frequent
than expected.

Additional table S1: The Sperm miRnome. Catalogue of miRNAs of bovine frozen sperm.
Additional table S2: Sperm rRNAs. Catalogue of rRNAs of bovine frozen sperm.
Additional table S3: Sperm tRNAs. Catalogue of tRNAs of bovine frozen sperm.
Additional table S4: Sperm piRNAs. Catalogue of piRNAs of bovine frozen sperm.

Additional table S5: Other sperm small RNAs. Catalogue of other small non coding RNA (without
rRNA, tRNA and piRNAs)

Additional table S6: Sperm mRNAs. List of reads corresponding to mRNA fragments of ejaculated
bovine sperm.

Additional table S7: Table of miRNAs expression in bovine frozen sperm.

Additional table S8: miRNA genomic clusters. List of genomic clusters identified in bovine sperm.
Additional table S9: Expression correlations between miRs.

Additional table S10: Expression correlations between miRs located in genomic clusters

Additional table S11: Expression of sperm isomiRs across 6 cattle breeds.

Additional table S12: Distribution of isomiRs expression levels and contribution to miRNA expression

(%)
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Additional table S13: Details (expression and changes) about isomiRs accouting for more than 1% of
each miRNA expression level

Additional table $S14: DeSeq?2 results. List of sncRNAs differentially expressed between breeds.
Additional table S15: RTgPCR validation: list of LNA primers, normalized expression and statistics.
Additional table S16: Sperm functional parameters across breeds

Additional table S17: Comparison of DEmiR across breeds and DEmir published in Capra et al.

Additional table S18: Correlation of sperm parameters with miRNAs and piRNAs expression across
breeds.

Additional table S19: Comparison of miRNA content and expression with Capra et al.
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Chapitre Il : L'origine des sncRNA du
spermatozoide bovin éjaculé

1) Eléments de contexte

Nous avons établi précédemment le catalogue exhaustif des sncRNA du spermatozoide. Au
regard du nombre important de séquences identifiées, la mise en place de différents « filtres »
s’avére nécessaire afin de concentrer nos actions sur les séquences les plus prometteuses. A
ce titre, I'origine tissulaire des sncRNA, potentiellement en lien avec leur fonction, constitue
une information utile pour développer une stratégie de priorisation en entonnoir. La question
est donc de savoir si les sncRNA du spermatozoide éjaculé sont des vestiges de la
spermatogeneése (donc pas totalement éliminés lors de la spermiogenese) ou s’ils sont acquis
au cours de leur transit dans les voies post-testiculaires (potentiellement utiles pour la fertilité

et le développement embryonnaire précoce).

La dynamique d’expression des différents sncRNA portés par le spermatozoide bovin, tout au
long de son voyage dans le tractus male et au-dela, a fait I'objet d’une publication en cours de

soumission dans le journal Epigenetics & Chromatin et vous est présentée ci-dessous.

2) Résumé de |'étude

Trois éjaculats de taureaux Holstein ont été récoltés en centre de production de semence le
jour de leur réforme. Ce méme jour, leurs testicules et épididymes ont été prélevés a
I’abattoir, afin de collecter les spermatozoides du parenchyme testiculaire, de la téte, du corps
et de la queue de I'épididyme. L'ARN extrait des gametes males suivant leur localisation

tissulaire a ensuite été séquencé.

L’analyse du contenu du spermatozoide de chacune des sections (testicule, téte, corps et la
gueue de I'épididyme, spermatozoide éjaculé sans plasma séminal et spermatozoide éjaculé)

a permis d’établir la dynamique d’expression des sncRNA tout au long du tractus génital. Que

152



ce soit sur le plan de la diversité ou d’expression, les profils changent suivant I'organe ou la
section de I'organe considéré. La plus importante modification du contenu spermatique est
observée entre le testicule et I'épididyme. Post spermiogeneése, dans le spermatozoide formé
et localisé dans le parenchyme testiculaire, les piRNA représentent plus de 80% des petits ARN
non codants. Leur expression s’effondre deés I'entrée du spermatozoide dans I'épididyme, ou
ils ne représentent plus que la moitié de I'expression des sncRNA dans la téte et moins de 20%
dans la queue de I'épididyme. Plusieurs hypothéses ont été émises pour expliquer cette
élimination massive des piRNA, telles que leur dégradation dans le spermatozoide
parenchymaire par le systéme ubiquitine — AP/C, ou indirectement par leur implication dans
I’élimination des ARNm de la spermatogenése ou par leur évacuation dans la gouttelette
cytoplasmique. Cette dynamique d’expression des piRNA n’est pas spécifique aux
spermatozoides bovins, puisqu’elle a déja été décrite chez la souris dans les mémes

proportions®4203,

Inversement, les expressions post-testiculaire des miRNA, tsRNA et rsRNA augmentent :
L'expression relative des miRNA passe de 1% dans le testicule a 38% dans la semence, quand
celle de tsRNA passe de 2% a 16% et celle des rsRNA de 11% a 19%. L’analyse de I'expression
des iso accepteurs met une fois de plus I'accent sur la sur-représentation des séquences

portants une Glycine.

Un regroupement des sncRNA en fonction de leur profil d’expression a été réalisé par une
approche de Kmeans clustering, permettant une analyse au-dela des tendances générales,
mettant en particulier en lumiere les apports a chaque section du tractus génital. Ces travaux
mettent en évidence I'ensemble des séquences de miRNA, tRFs ou rRFs gagnées par le gaméte
en fin de transit dans I’épididyme ou au contact du plasma séminal. Acquis post-
spermatogenése, ces éléments ne contribuent donc pas a la formation du gaméte, mais
peuvent avoir un role spécifique a jouer dans sa maturation et sa fécondance, ou dans le
développement embryonnaire. Dans cet ordre d’idée, il est intéressant de constater que les
cibles des miRNA des différents groupes (« testiculaire », « épididymaire » et « éjaculé »)
mettent en avant des voies biologiques en accord avec la localisation spermatique dans le
tractus : L'ubiquitination et le métabolisme énergétique pour les spermatozoides situés dans

le parenchyme testiculaire ou dans I'épididyme ; des voies du développement de I'embryon
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et de régulation de la balance « pluripotence — différenciation » pour ceux qui sont situés dans

la queue de I'épididyme ou éjaculés.

Les connaissances acquises vont nous permettre de prioriser in fine les séquences d’intérét
pour a la fois identifier des biomarqueurs et développer de nouveaux programmes de
recherche pour démontrer la fonctionnalité de ces séquences et élucider leurs mécanismes
d’action. Des expériences de micro-injection de sncRNA dans le zygote pourront par exemple
étre réalisées pour valider le role de quelques sncRNA de la queue de I'épididyme dans le
développement embryonnaire, alors que I'on recherchera plutét une association entre

parametres spermatiques et expression des sncRNA du testicule ou de la téte de I'épididyme.
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3) Article en cours de soumission dans Epigenetics & Chromatin (janvier 2021)

Dynamics of cattle sperm sncRNAs during maturation,
from testis to ejaculated sperm.

Eli Sellem®*, Sylvain Marthey?, Andrea Rau?, Luc Jouneau®*, Aurelie Bonnet?, Chrystelle Le

Danvic!, Benoit Guyonnet®, Héléne Kiefer34, Héléne Jammes3* and Laurent Schibler!
1 R&D Department, ALLICE, 149 rue de Bercy, 75012 Paris, France.

2 Université Paris-Saclay, AgroParisTech, INRAE, GABI, 78350 Jouy-en-Josas, France.
3 Université Paris Saclay, UVSQ, INRAE, BREED, 78350 Jouy en Josas, France.

4 Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort, BREED, 94700 Maisons-Alfort, France.

5> R&D Department, Evolution XY, rue Eric Tabarly, 35538, Noyal sur Vilaine, France

* Corresponding author

Background:

During epididymal transit, spermatozoa go through several functional maturation steps,
resulting from interactions with epididymal secretomes specific of each region. In particular,
the sperm membrane is under constant remodelling, with sequential attachment and
shedding of various molecules provided by the epididymal lumen fluid and epididymosomes,
which also deliver sncRNA cargo to sperm. As a result, the sperm sncRNAs payload change
during the transit from the epididymis caput to the distal cauda. This work was designed to

study the dynamics of cattle sperm sncRNAs from spermatogenesis to final maturation.
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Results:

Comprehensive catalogues of sperm sncRNAs were obtained from testicular parenchyma,
epididymal caput, corpus and cauda, as well as ejaculated semen from three Holstein bulls.
The primary cattle sncRNA sperm content is markedly remodelled as sperm mature along the
epididymis. Expression of piRNAs, which are abundant in testis parenchyma, decreases
dramatically at epididymis. Conversely, sperm acquires progressively miRNAs, rsRNAs and
tsRNAs along epididymis, with regional specificities. For instance, miRNAs and tsRNAs are
enriched in epididymis cauda and ejaculated sperm, while rsRNA expression peaks at
epididymis corpus. In addition, epididymis corpus contains mainly 20nt long piRNAs, instead
of 30nt in all other locations. Beyond the bulk differences in abundance of sncRNAs classes, K-
means clustering was performed to study their spatiotemporal expression profile, highlighting
differences in specific sncRNAs and providing insights into their putative biological role at each
maturation stage. For instance, Gene Ontology analyse using miRNA targets highlighted
enriched processes such as cell cycle regulation, response to stress and ubiquitination
processes in testicular parenchyma, protein metabolism in epididymal sperm and embryonic

morphogenesis in ejaculated sperm.
Conclusions:

Our findings confirm that the sperm sncRNAome does not simply reflect a legacy of
spermatogenesis. Instead, sperm sncRNA expression shows a remarkable level of plasticity
resulting from the combination of multiple factors such as loss of the cytoplasmic droplet,
interaction with epididymosomes and more surprisingly, the putative in situ production
and/or modification of sncRNAs by sperm. Given the suggested role of sncRNA in epigenetic
transgenerational inheritance, our detailed spatiotemporal analysis may pave the way for the

study of sperm sncRNAs role in embryo development.
Keywords:

Sperm epigenetics, sncRNAs, bovine, miRNA, piRNA, tRFs, rRFs, epididymis location, testicular

parenchyma sperm
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Spermatozoa are produced from germ cells in the seminiferous tubules of the male testes by
a complex stepwise process called spermatogenesis. Spermatogenesis is a tightly regulated
developmental process involving thousands of genes and proteins [1] as well as small non-
coding RNAs (sncRNAs), especially microRNAs (miRNAs) and piwi-interacting RNAs (piRNAs)
[2]. For instance, the selective knock-out of Dicerl at onset of male germ cell development
leads to infertility, due to multiple cumulative defects at the meiotic and post-meiotic stages
of spermatogenesis [3], highlighting the role of microRNAs (miRNAs) and endogenous small
interfering RNAs (endo-siRNAs). Likewise, miR-100, the miR-29 family and miR-34c have been
shown to be required for spermatogonial stem cells proliferation [4], regulation of meiosis [5]
and germinal expression profiles [6], respectively. Likewise, piRNA are known to play roles in
spermatogenesis, as evidenced by the mitosis, meiosis, chromatin compaction, flagella

elongation and fertility defects in mutants lacking Piwi [7].

Beyond spermatogenesis, spermatozoa go through several temporal functional maturation
steps at various locations in order to acquire their fertilizing capacity. In particular, sperm gain
motility and acrosomal function whilst in the epididymis. During epididymal transit, the sperm
membrane is under constant remodelling, with sequential attachment and shedding of
various molecules provided by the epididymal lumen fluid [8] and extracellular vesicles called
epididymosomes, including proteins [9, 10] and lipids [11]. In addition, sncRNA cargo are also
delivered to sperm by epididymosomes [12, 13]. The head (caput), body (corpus), and tail
(cauda) make up the three main regions of the epididymis, which can be distinguished by
specific epithelial morphology, luminal diameter, protein [14, 15] and lipid content [11, 16],
as well as expression pattern and epididymosome content [17-20]. In addition, miRNA
repertoires contained within epididymosomes were shown to differ from those of their parent

epithelial cells, suggesting an active sorting of miRNAs released into the intraluminal fluid [21].

Several biological roles have been proposed for epididymosomes, including intercellular
communication throughout the epididymis [21], modulation of sperm motility during
epididymal transit, protection against oxidative stress, acquisition by spermatozoa of surface
proteins essential for fertilization, tagging defective sperm for elimination [22], and
supporting embryo development [12, 19, 23]. Epididymal sperm maturation is thus the result

of complex and sequential interactions with different epididymal secretomes specific of each
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region. As a result, the sperm proteome [24], lipid composition [25] and sncRNAs payload [18,

19] change during the transit from the epididymis caput to the distal cauda.

Given the suggested role of sncRNA in epigenetic transgenerational inheritance phenomenon
[26], this work was designed to study the dynamics of cattle sperm sncRNAs from
spermatogenesis to final maturation. Comprehensive catalogues of sperm sncRNAs were
obtained from testicular parenchyma, epididymal caput, corpus and cauda to infer the

potential origin of sncRNAs observed in ejaculated sperm in our previous work [27].

Semen collection

Semen was collected from three Holstein bulls following the standard protocol used by the
semen production center (Evolution-XY, France). A batch was frozen following the routine
straw production protocol, while another batch was centrifuged to separate seminal plasma
from spermatozoa before nitrogen freezing. On the same day, bulls were slaughtered to
collect the testis and epididymis and isolate sperm from testicular parenchyma as well as three

regions of the epididymis (caput, corpus and coda).

To do so, several small pieces of each regions were incubated 20 min in a Petri dish filled with
3 ml Phosphate Buffered Saline solution (PBS). The supernatant was collected and centrifuged
5 minutes at 2400 x g to recover the cellular pellet, which was washed twice with 1 ml PBS
and once with 1 ml water to remove somatic cells. Somatic cells contamination was assessed

by microscopy. The final sperm pellet was stored in nitrogen.

Total RNA isolation, quality control and sequencing

RNA extraction was performed as previously described [27]. Briefly, sperm pellets were
homogenized in 100ul of RLT buffer (Qiagen) supplemented with 1 pl beta-mercaptoethanol
and incubated 15 minutes at room temperature. Then, 1 ml of Trizol (Invitrogen) was added

and samples were incubated 5 minutes at room temperature before adding 100 ul of
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chloroform. After vigorous shaking for 15 seconds, samples were incubated 2 minutes at room
temperature and centrifuged at 12 000 x g during 15 minutes at 4°C.

The aqueous phase was transferred to a new collection tube and mixed with 100ul of
chloroform by vigorous shaking. After incubation for 2 minutes at room temperature and
centrifugation at 12 000 x g during 15 minutes at 4°C, the aqueous phase was recovered and
nucleic acids were precipitated overnight at -20°C using 1 volume of isopropanol
supplemented with 25 pl glycogen (Ambion AM9510, 5mg/ml). After centrifugation at 12 000
x g during 15 minutes at 4°C, pellets were washed with 75% ethanol and dried under vacuum.
Dried pellets were then re-suspended in 12ul of RNase free water and incubated 1 hour at 4°C

before quality control assessment.

As described previously [27], RNA concentration was assayed using the Qubit® fluorometer
(Life Technologies), with the RNA HS Assay Kits (Q32852 Life Technologies) according to the
manufacturer’s recommendations. In addition, RTqPCR was used to detect and quantify miR-
125-5p which has been shown to be highly expressed in bovine sperm. To exclude any
contamination by somatic RNAs, RT-qgPCR was performed to assess expression of the
Epididymal Secretory Glutathione Peroxidase gene (GPX5), which is known to be expressed by
epididymis epithelium cells. Primers were designed from the Bovine sequence (UCSC genome
browser) using Primer3web (https://primer3.ut.ee). Their efficiency and specificity were

evaluated on bovine genomic DNA.

Library preparation and sequencing was performed by Qiagen, starting from 42 ng total RNA
and using the QlAseq miRNA Library Kit® and Unique Molecular Indexes (UMI). UMls are
random oligonucleotide barcodes used to distinguish identical copies arising from distinct
molecules from those arising through PCR amplification of the same molecule. UMI deep
sequencing was performed on Illumina HISeq2000, targeting 20 M single-reads (75 bp) per

sample.

RT-gPCR validation of differential expression among regions

Expression of three miRNAs (bta-miR-100: AACCCGTAGATCCGAACTTGT, bta-miR-16a:
TAGCAGCACGTAAATATTGGCG and bta-chr27-30001: CGCCGGGGCGGGTTCCGGAGG) as well
as two bta-miR-191 isomiRs (CAACGGAATCCCAAAAGC and CAACGGAATCCCAAAAGCAG) was

assessed by RT-gPCR on 3 testis parenchyma sperm and 3 ejaculated sperm samples to
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evaluate their differential expression. LNA primers were supplied by Qiagen. Duplicates were
assayed in 10-pl / 5ng gPCR reactions following the miRCURY LNA kit protocol, using a
StepOnePlus Real time PCR System (Applied biosystems). Amplification curves were analysed
using the StepOne software v2.3 to compute Ct values and analyse the melting curve. Relative

expression was computed with the gbase* software (Biogazelle).

Bioinformatics and biostatistics

Our previously described bioinformatic pipeline [27] was slightly modified to take UMI
technology into account: de-duplication was performed first based on UMI, to remove reads
arising through PCR amplification of the same molecule. One exemplar was conserved by UMI,
associated with the mean quality score calculated at each positionUMIs and adaptors were
trimmed from the remaining sequences (UMI-tools), which were then filtered to remove reads
shorter than 17nt and sequences containing at least one nucleotide having a Phred quality
score under 25. Remaining sequences were then stacked by unique sequences to compute
total read counts and mapped on the bovine reference genome (BosTau9). A workflow mostly
based on miRDeep2 [28, 29] was used to identify and quantify known (miRBase v22) as well as
predicted miRNAs. Expression levels were computed both at the miRNA and isomiR levels. In
parallel, all uniqgue sequences were annotated using several public databases including

Ensembl release 94 (http://www.ensembl.org), RFAM release 14 (http://rfam.wustl.edu),

cattle ncRNA from ENA (https://www.ebi.ac.uk/ena), cattle tRNA from GtRNAdb

(www.gtrnadb.ucsc.edu), human, mouse and cattle piRNAs from ENA, as well as [30] and [31].

Targetscan 7.2 (release March 2018) was used to predict miRNAs targets. Functional
annotations and enrichment analysis were done wusing Gorilla [32] (http://cbl-

gorilla.cs.technion.ac.il/) and WebGestalt [33] (http://www.webgestalt.org/). GO results were

summarized to produce scatterplots and interactive graphs of enriched terms grouped by

semantic similarity using Revigo [34].

The DESeq2 R package [35] was used to normalize read counts and test for differential sncRNA
expression between regions. Statistical significance was evaluated based on Benjamini-
Hochberg adjusted p-values, with a significance threshold of 5%. The proportion of each

sncRNA classes was computed per region. Between-class analysis were performed using the
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ade4 R package (dudi.bca function). Kmeans clustering (Lloyd algorithm, 100 random starts
and 1000 iterations) was performed using the R (kmeans() function) after data normalization

(normalize() function from R package “som”). Graphs were plotted using the ggplot2 library.

Data availability

Fastq files were made available to the scientific community at European Nucleotide Archive

(ENA), under the primary accession number: PRJEB41989

Total RNA preparation and UMI NGS sequencing

At least 20 million spermatozoa could be recovered from each sampling region. Contamination
with somatic cells was negligible, as confirmed by microscopy (less than 1 somatic cell per
1000 sperm cells) examination and by the GPX5 ddCTs obtained from the RNA expression

comparisons of sperm versus somatic cells (control sample).

About 23 to 1970 ng of total RNA could be obtained from sperm, according to the sampling
region. Consistent amplifications of bta-miR-125 (Ct in the range 24-26starting from 5 ng of

total RNA) and single peak melt curve were obtained.

Sequencing resulted in 544 262 139 raw sequence reads, with on average 32.0 + 8.0 million
reads per library. After de-duplication based on UMIs and filtering, 216 202 555 reads were
kept, with on average 12.7 + 8.7 million reads per libraries, corresponding to 1 088 318 unique
reads. On average, about 80% of sequences could be mapped unambiguously to the cattle
reference genome, while 20% were outmapped (more than five genomic locations, e.g.

mapped to repetitive sequences) or unmapped (Table 1).
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Mapped (80%) Outmapped or Unmapped (20%) Reads

Reads no. 172 351 212 43 851 343 216 202 555
Mean 10 138 307 2579491 12717 798
Std. deviation 7 588 059 1158 567 8 697 569

Table 1: Mapping statistics across the 17 libraries.

As described in the Material & Method section, reads were annotated using several databases
and classified as micro-RNAs (miRNAs), Piwi-interacting RNAs (piRNAs or piRNA-like), transfer
RNA fragments (tRFs), ribosomal RNAs fragments (rRNAs or rRFs), circular RNAs (circRNAs),
MRNAs and other RNAs. Sperm sncRNA comprises a wide variety of sncRNA classes, mainly
miRNAs, piRNAs, tRFs and rRNAs (Supplementary Table S1-S4). Reads annotated as mRNA
accounted for only 0.8% (range 3000 to 17.000 reads, according to the sampling region),
highlighting the absence of somatic cells RNA contaminations. Only a small proportion of reads

(5.6%) remained unannotated.

The sncRNA signature discriminates between sperm sampled along the male tract.

A between class analysis (Figure 1) showed great differences in sperm sncRNA content
according to the sampling region, making it possible to discriminate between sperm samples
collected at various developmental stage along the male tract. As exemplified by between-
class inertia percentages (ratio ranging from 48% to 57%) according to the sncRNA family, a
large proportion of variance could be attributed to the sampling region. Interestingly, testis
parenchyma and epididymis caput on the one hand as well as epididymis cauda and total
ejaculated sperm on the other hand, appeared to be close together whatever the sncRNA
family. Epididymis corpus and ejaculated sperm depleted from seminal plasma showed
peculiarities in terms of miRNAs, tRNAs and rRNAs content and clearly distinguished from the
two other groups. No differences could be highlighted based on piRNA content, except for
testis parenchyma and epididymis caput. These observations strongly suggest that sperm
sncRNA content is highly dynamic, sncRNA families exhibiting particular trends along the male

tract.
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Fig 1: sncRNA signature discriminates between sperm sampled along the male tract. Samples could be
distinguished by BCA analysis, whatever the sncRNA family, except for piRNA which failed to
discriminate between epididymis corpus, cauda and ejaculated sperm. Interestingly, testis
parenchyma and epididymis caput on the one hand as well as epididymis cauda and total ejaculated
sperm on the other hand, appeared to be close together, while epididymis corpus and ejaculated
sperm depleted from seminal plasma exhibited a particular profile.

Dynamics of cattle sperm sncRNAs from spermatogenesis to final maturation.

As illustrated by Figures 2, sperm sncRNA content varies greatly between the different regions.
In particular, piRNAs were shown to account for 84% (12 106 755 normalized count) of all

sncRNAs contained in testis parenchyma sperm and decrease along the epididymis from 57%
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(5064 065 normalized count) at caput to 13% (1 837 823 normalized count) at cauda. A slight

increase in proportion was observed in ejaculated sperm (18%, 1 104 327 normalized count).

d . .
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Fig 2 : Changes in sncRNA expression along the male reproductive tract. Relative proportions (%) of
sperm sncRNA were computed for each of the six sampling regions: PAR (testis parenchyma), CAP
(caput), COR (corpus) and CAU (cauda) epididymis, ejaculated sperm depleted from seminal plasma
(SPF) and total ejaculated spermatozoa (SPZ). Bargraphs clearly illustrates opposite trends between
piRNAs whose proportion decrease from parenchyma (84%) to cauda (13%) and ejaculated sperm
(18%), and miRNAs and tRNsA, which follow an overall upward trend from a few % in parenchyma
to 38% and 32% in ejaculated sperm, respectively. Interestingly, differences were observed between
ejaculated sperm depleted from seminal plasma and total ejaculated sperm, suggesting that seminal
plasma may contain piRNAs and miRNAs. b) Expression level of each sncRNA class along the male tract.
b) Total normalized expression of each sncRNA class for each sampling region. c) Proportions of each
sncRNA class expression for the six sampling regions.

The mean Fold Change between PAR and SPZ was computed for downregulated piRNA and
compared among the four PAR expression quartile groups. As illustrated in Table 2, highly

expressed piRNAs exhibited a more pronounced decrease in expression.
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Quartile Mean PAR Mean Fold Change
group expression PAR vs SPZ
1.8 7
4.1 14
10.1 28
96.9 76

Table 2: Expression ratio for downregulated piRNAs between parenchyma and ejaculated sperm

Interestingly, a great variation of piRNA number was observed across regions, with thrice as

many sequences in PAR and CAP and twice in SPZ as in CAU.

PAR CAP COR CAU SPF SPZ
Total expression 12042620 | 5039827 | 1832432 | 1095920 | 1023744 | 1097840
Number of piRNAs 724019 721321 | 235040 | 201673 179805 385354

Table 3: Abundance and diversity of sperm piRNA along the male tract.

The nucleotide composition of the piRNA pool was assessed for each of the six sampling
regions to gain insight into the mechanism through which piRNA were generated during sperm
transit. Notably, whatever the region, more than 75% of piRNA were determined to bear an
uracil (U) residue at their 5' end (U1 piRNAs) and no enrichment for an A residue at piRNA
position 10 (A10) was observed (Figure 3a). Noteworthy, U1 piRNAs account for about 80% of
piRNAs whatever the region, but a great variation in their relative expression was observed
across regions. Indeed, while they account for about 80% of piRNA expression in PAR and CAP,
this ratio was almost inverted in COR (Figure 3b) and the expression of piRNAs was shown to

be dominated by non U1 piRNAs in COR, CAU and SPF.
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Fig 3: Nucleotide frequency at each position for all detected piRNA in each sampling region. a) For each
region, the frequency of each nucleotide was computed along the piRNA sequence and plotted as bar
charts (from the 1st nucleotide at 5’ end to the 35th nucleotide). More than 75% of piRNA were shown
to possess an U residue at their 5' end (U1), and no enrichment for an A residue at position 10 (A10)
was observed. b) U1l piRNAs generated via the PIWIL1-directed primary production pathway account
for about 80% of piRNAs whatever the region, but a great variation in their relative expression was
observed across regions: while they account for about 80% of piRNA expression in PAR and CAP, this
ratio was almost inverted in COR, expression of piRNAs being dominated by non Ul piRNAs in COR,
CAU and SPF.

In contrast, an increase in miRNAs and tRNAs content was observed along the male tract.
Indeed, while a low sperm miRNAs content was observed in testis parenchyma (1%, 140 591
normalized count), increasing miRNA expression was observed along the epididymis (5%, 13%
and 27% In caput, corpus and cauda, respectively) to reach 38% in ejaculated sperm (2 291 805
normalized count). Likewise, sperm tRNAs content increase from 2% in testis (297 555 reads),
8% in epididymis caput (683 656 reads), 10% in corpus (997 131 reads) and 26% in cauda
(2 178 437 reads).

166

B 2 i
o ~IRRRNNNRERNNNNNRRERRERRRRRNEENDEE . -
e P 335 135791UB5TLAS

Ll ]

2527 29 31 33

75 27

9313

M 33 3c

3 32



Interestingly, a higher proportion of piRNAs and miRNAs was observed in total ejaculated
sperm (18% and 38% for piRNAs and miRNAs, respectively), compared to ejaculated sperm
depleted from seminal plasma (15% for both piRNAs and miRNAs), suggesting that seminal
plasma may contain piRNAs and miRNAs. In contrast, the proportion of tRNAs appeared to be
higher in ejaculated sperm depleted from seminal plasma, compared to total ejaculated sperm

(32% versus 16%).

While piRNAs, miRNAs and tRNAs expression seemed to follow an overall downward or
upward trend, rRNAs showed a particular profile, peaking at epididymis corpus (4 386 564
reads, 46% of sperm sncRNAs).

Other sncRNAs did not display great differences among regions, accounting for only a small

proportion of sperm sncRNAs.

In depth study of sperm sncRNA spatiotemporal dynamics

Differential expression analysis was performed using DeSeq2 for all pairwise comparisons
between sampling regions. Table 4 summarizes the number of differentially expressed sncRNA

between each region (adjusted p-values <0.05, fold change > £2.5).

Testis Epididymis Ejaculated sperm
PAR CAP COR CAU SPF SPZ
PAR NS 4.436 15.6611 120.914 85.379 194.062
CAP NS 52.471 77.264 65.132 82.921
COR NS 5.209 9.471 21.074
CAU NS 1.284 1.188
SPF NS 106
SPZ NS

Table 4: Number of sperm sncRNAs differentially expressed between the six sampling regions: testis
parenchyma (PAR), epididymis caput (CAP), corpus (COR), cauda (CAU), ejaculated sperm depleted

from seminal plasma (SPF) and total ejaculated sperm (SPZ).
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Consistent with the aforementioned global trends, the number of differentially expressed
sncRNA was shown to increase with the spatiotemporal distance between samples: while only
106 differentially expressed sncRNAs were observed between ejaculated sperm with or
without seminal plasma, comparisons with sperm sampled at epididymis cauda, corpus and
caput highlighted 1.188, 21.074 and 82.921 and differentially expressed sncRNAs,
respectively. Likewise, 194.062 differentially expressed sncRNAs were observed between
ejaculated sperm and sperm sampled at the testis parenchyma. The RTqPCR expressions level

for five isomiRs over-expressed in SPZ compared to PAR, confirm the NGS results (table 5).

isomiR NGS_FC NGS_adj_pvalue ¢PCR_FC qPCR_pvalue
bta-miR-16a TAGCAGCACGTAAATATTGGCG 47.3 <0.05 2.8 <0.05
bta-miR-100 AACCCGTAGATCCGAACTTGT 194.5 <0.05 4.4 <0.05
bta-miR-191 CAACGGAATCCCAAAAGCAG 330.9 <0.05 10.7 <0.05
bta-chr27_30001 CGCCGGGGCGGGTTCCGGAGG 604.3 <0.05 33 <0.05
bta-miR-191 CAACGGAATCCCAAAAGCAG 757.1 <0.05 28.5 <0.05

Table 5: Fold changes SPZ versus PAR and pvalues of five differentially expressed miRNAs, measured
by NGS and RTgPCR. The RTqPCR analysis confirmed a significant over-expression of the five isomiRs
in SPZ compared to PAR.

Consistent with the above findings, piRNA account for the majority of these differentially
expressed sncRNA. For instance, they account for 67% of the 194 062 sncRNA differentially
expressed between testis parenchyma (PAR) and ejaculated sperm (SPZ), while rRNAs, tsRNAs
and miRNAs account for 16%, 4% and 3%, respectively. As illustrated in Figure 4, 83% of
differentially expressed sncRNAs are under-expressed in SPZ, mainly piRNA (64%) and rRNA
(11%). Among over-expressed sncRNAs in SPZ, rRNAs, piRNAs, tsRNAs and miRNAs account
for 32%, 17%, 15% and 14%, respectively.
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Fig 4: Proportion of sncRNAs families among differentially expressed sncRNA between testis
parenchyma and ejaculated sperm. Differentially expressed sncRNA are mostly under-expressed (83%,
middle pie chart). Among them 77% are piRNAs, 13% rRNAs and 2% tRNAs (left pie chart). Among over-
expressed sncRNAs, 32% are rRNAs, 17% piRNAs, 15% tRNAs and 14% miRNAs (right pie chart).

While differentially expressed tsRNA sequences covered isoforms associated with 21 amino
acids, four isoacceptors contributed to 69% of all identified tsRNA (Supplementary Table S5):
Glycine (29% of read counts), Glutamine (17%), Methionine (13%) and Serine (10%).
Differences in relative expression were also observed across regions, as illustrated in Figure
5a. For instance, Alanine, Histidine and Threonine are mainly expressed in epididymis corpus,
while Arginine, Glycine, Isoleucine and Methionine are mostly expressed in epididymis cauda.
Glutamine and Glutamate isoacceptors account for 30% of expressed tsRNA in ejaculated
sperm, while they account only for 8% in epididymis caput. Glycine isoacceptor is the most
expressed tsRNA whatever the region, ranging from 20% in ejaculated sperm to 35% in
epididymis cauda. Likewise, tsRNA subgroups showed particular expression profiles, as
exemplified by tRF5s, tRF3s and 3’-tRHs which are mainly expressed in sperm depleted from
seminal plasma, while i-tRFs are mainly expressed in epididymis cauda. Altogether, i-tRFs

accounted for 55% of differentially expressed tsRNA (Figure 5b).
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Fig 5: Dynamics of tsRNA across regions. a) Distribution across regions of isoacceptor read counts,
showing specific expression pattern. For instance, Alanine, Histidine and Threonine are mainly
expressed in epididymis corpus, while Arginine, Glycine, Isoleucine and Methionine are mostly
expressed in epididymis cauda and Asparagine, Cysteine, Glutamate, Glutamine and Tryptophan are
mostly expressed in sperm depleted from seminal plasma. b) Distribution across regions of tsRNA read
counts, showing that tRF5s, tRF3s and 3’tRHs are mainly expressed in sperm depleted from seminal
plasma, while i-tRFs are mainly expressed in epididymis cauda.

About 37% and 22% of differentially expressed rRNA reads were annotated as 28S and 18S,
respectively (Supplementary Table S6). Specific expression patterns were observed, as
illustrated in Figure 6: fragments derived from 28s rRNA account for the majority of read
counts in parenchyma (63%) and epididymis caput (53%); Ikewise, fragments derived from 16s
rRNA account for a large proportion of read counts in sperm depleted from seminal plasma

(42%) and ejaculated sperm (48%), while 5.8S account for 40% of reads in epididymis corpus.

a) Relative expression of rRNA b) Relative expression of rRNA

fragments across regions in each region
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Fig 6: Dynamics of rRNA fragments across regions. (a) Proportions of read counts from each rRNA
fragment subtype was computed per region, showing that fragments derived from 28s rRNA account
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for the majority of read counts in parenchyma and epididymis caput, while fragments derived from
16s rRNA account for a large proportion of read counts in epididymis cauda, sperm depleted from
seminal plasma and ejaculated sperm. (b) Proportions of read counts from each region was computed
per rRNA fragment subtype, illustrating specific patterns of rRNA expression. For instance, 5.8S derived
fragments are primarily expressed in epididymis corpus, while 5S are mostly expressed in sperm
without seminal plasma.

Biological processes and pathways associated with differentially expressed sncRNA

K-means clustering was performed with all sncRNA class to cluster differentially expressed
sncRNAs in 14 groups according to their expression profile and search for particular expression
patterns as well as enrichment in specific biological processes and pathways. As illustrated in

Figure 7, a diversity of expression profiles was observed beyond the general trend.
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Fig 7: K-means clustering illustrates the diversity of expression profiles among sncRNAs. For each
sncRNA class, expression plots were drawn for each cluster (cluster Name and % of sncRNA included
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in the cluster are provided on top). Beyond the general trend a diversity of expression profiles was
observed. For instance, miRNAs were shown to increase form parenchyma to epididymis cauda (43%
of miRNAs) or semen (35% of miRNAs), in good agreement with the general trend observed in Figure
2. However, 3% of miRNA were found to decrease along the male tract (clusters 2,4,8,14). In contrast,
while 86% of piRNAs were found to decrease in good agreement with the global trend (clusters 2;4,8),
15% of piRNAs showed a more complex profile, with a transient increased expression at either
epididymis caput (6%), corpus (3.1%), cauda (2.5%) or ejaculated semen (3.5%).

For instance, miRNA showed mainly increasing trends, peaking at epididymis cauda (43%,
clusters 1,5,6,11) or semen (35%, clusters 3,9). However, 6% of miRNA were found to decrease
in relative expression along the male tract (clusters 2,4,8). In contrast, piRNA were found to
decrease in relative expression (86%, clusters 2,4,8) or showed a transient increase in relative
expression from parenchyma to epididymis caput (6% cluster 12,14), corpus (3.1% clusters
7,10,13) or cauda (2.5% clusters 1,3,6,11). Only 3.5% of piRNA were found to increase in
relative expression. Likewise, predominant tsRNA expression was identified at CAP and SPF,
with clusters 6 & 11 (peaking at CAU) and clusters 5 & 9 (peaking at SPF) gathering 64% of
tsRNA. In contrast a more balanced distribution was observed for rsRNA : 33% of rsRNAs were
found in downregulated clusters, 28% in clusters peaking at COR (clusters 1, 7, 10, 13), 12% in
clusters peaking at CAU (clusters 6 and 11) and 18% showed an increased post epididymal
expression (clusters 3, 5 and 9). It is noteworthy, among downregulated sncRNAs higher fold
changes were observed for piRNAs between CAP and COR, compared to other sncRNA classes

(Figure 8).

Mean fold change between PAR, CAP and COR
for downregulated K-means clusters

- - - = I I I [ | [ | [ | [ [ |
miRNA piRNA  rRNA  tRNA miRNA piRNA rRNA  tRNA miRNA piRNA rRNA  tRNA

Cluster 2 Cluster 4 Cluster 8

W PARvsSCAP CAPvwsCOR

Fig 8: Expression fold changes observed between PAR and CAP, as well as CAP and COR for sncRNA
belonging to downregulated K-means clusters. Total expression was computed at each maturation
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stage (PAR, CAP and COR) for each sncRNA class and each cluster. PAR versus CAP and CAP versus COR
fold changes we computed and plotted as bargraphs.

Overall, K-means tend to cluster the expression of specific sncRNA classes (Figures 9a and 9b).
Indeed, clusters of downregulated sncRNAs (cluster 4 from PAR to CAP and cluster 2 & 8 from
PAR to COR) were found to gather mostly piRNA (86% of all piRNAs) and rsRNA (33% of all
rsRNAs). Overall, miRNA are enriched in clusters peaking at CAU (cluster 11, 27% of miRNAs)
and SPZ (cluster 3, 32U of miRNAs), while tsRNA are enriched in cluster 11 (26% of tsRNAs). In
contrast, rsRNAs show a similar distribution among clusters, except for clusters 1,7 & 13

(underrepresented) and 10 (enriched), which all peak at COR.
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Fig 179: General characteristics of K-means clusters. a) The proportion of sncRNAs classes per K-means
cluster and b) the proportion of each sncRNA class per K-means cluster highlighted enrichment of some
cluster in particular sncRNA classes. Downregulated clusters (i.e. 2, 4, 8 and 14) gather mainly piRNAs
and rsRNAs. Overall, tsRNAs are enriched in clusters peaking at CAU and miRNA at CAU and SPZ, while
rsRNA account for a large proportion of clusters peaking at CAU and COR, as well as SPF. c) The
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distribution of reads length in each K-means cluster revealed variations in miRNA and piRNAs length
among clusters. Indeed, miRNA appeared to be larger in size within cluster 1, 7, 10 (COR), cluster 11
(CAU) and cluster 3 (SPZ). Likewise, piRNAs appeared to be longer in downregulated clusters 2, 4 and
8.

Interestingly, while sncRNA length distribution of each sncRNA class was consistent with the
expected size for each sncRNA class, specific patterns were observed for some clusters. For
instance, miRNA appeared to be longer within cluster 1, 7, 10 (COR), cluster 11 (CAU) and
cluster 3 (SPZ). Greater length heterogeny was also observed according to clusters, indicative
of variable intensity of RNA edition mechanisms. However, the most striking variation was
observed for piRNAs, whose length appeared to be 30nt in downregulated clusters 2, 4 & 8

and 25-30nt for all other clusters, except for cluster 3 (20-25nt).

In addition, some K-means tend to cluster the expression of specific sncRNA sub-groups
(Figure 10 and supplementary Table S5-S6). For instance (Figure 10a), Glycine isoacceptors
account for 57%, 72%, and 62% of expression within clusters 1, 7 and 12, respectively, but
Glycine isoacceptors are mostly expressed within clusters 5 and 11 (29% and 32%
respectively). Likewise, Isoleucine isoacceptors account for 72% of total expression within
cluster 3 but this cluster account for only 8% of Isoleucine isoacceptors whole expression.
Glutamine isoacceptors account for 34% and 58% of expression within cluster 6 and 9 and
conversely, these two clusters account altogether for 86% of Glutamine isoacceptors

expression.

Surprisingly, cluster 5 (peaking at SPF) accounts for more than one third of 9 isoacceptors
expression (Asp, Cys, Glu, Leu, Phe, Sel, Trp, Tyr and Val), ranging from 30% to 80% according
to isoacceptors. Specific patterns were likewise observed for tRFs (Figure 10b). For instance,
tRF5s account for a large proportion of expression within clusters 5, 7 and 9 (43%, 60% and
74%, respectively), while clusters 12 and 14 are associated with 5'-tRHs (86% and 81% of
expression, respectively). i-tRFs are mostly expressed in cluster 11 (46%), where they account
for 85% of expression. Likewise, they account for 61% and 91% of expression within cluster 1
and 3, respectively. As for isoacceptors, cluster 5 account for a large proportion of tRFs

expression: 31% of tRF5s, 46% of tRF3s and 54% of 3'-tRHs. Regarding rRNAs, 16S account for
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most of the expression within cluster 6, 7, 9 and 11 (59%, 60%, 72% and 56%, respectively),
while 28S account for about 73%, 64%, 72%, 78% and 60% of expression within cluster 1, 2, 4,
8 and 14 (Figure 10c). cluster 10 account for 31%, 20%, 29% and 86% of 12S, 16S, 28S and 5.8S
expressions, respectively and cluster 5 for 67% of 5S and 29% of 18S expressions. Likewise, K-
means clusters showed a diversity of piRNA length and nucleotide composition, suggesting
changes in the piRNA biogenesis along male reproductive tract (Figure 10d). Indeed,
downregulated clusters 2, 4, 8 were enriched (>80%) in U1 piRNAs bearing an uracil residue
at their 5' end. In contrast, clusters with increased expression in epididymis corpus and cauda,
as well as ejaculated sperm were dominated by non Ul piRNAs. No enrichment for an A
residue was observed at position 10 and U1l piRNA were more frequent than A10 piRNAs
whatever the cluster, except for clusters 1, 7 and 10 (clusters peaking at epididymis corpus)
where the proportion of A10 piRNAs reached up to 40%. When considering expression levels
(Figure 10e), contribution of U1 piRNA was still overriding in most clusters, except for clusters
peaking at epididymis corpus. Noteworthy, less than 40% of cluster expression could be
attributed to U1 or A10 piRNAs for some clusters peaking at epididymis corpus (1, 13), cauda
(6, 11) and ejaculated sperm (5, 9). Furthermore, a different picture emerged for cluster 1, the
expression ratio between A10/U1 being higher than the number ratio. Likewise, expression
attributable to A10 piRNAs dramatically increased starting from CAP for cluster 10. These
changes illustrate thus that even if they share a similar expression trend, U1 and A10 piRNAs

belonging to a same cluster may be subjected to differential regulation.
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Fig 10: sncRNA expression across K-means clusters. The relative expression of sncRNA subgroups was
computed for each cluster, showing differences in proportion of sncRNA sub-groups across K-means
clusters. a) Glycine isoacceptors account for a large proportion of expression within clusters 1, 7 and
12 (57%, 72% and 62%, respectively), while isoleucine isoacceptors account for 72% of expression
within cluster 3 b) Regarding tsRNAs, tRF5s account for a large proportion of expression within clusters
5,7 and 9 (43%, 60% and 74%, respectively), while clusters 12 and 14 are associated with 5'-tRHs (86
and 81% of expression, respectively). Likewise, i-tRFs account for 61%, 91% and 85% expression within
clusters 1, 3 and 11, respectively. c) Specific patterns were also observed for rRNAs. For instance, 16S
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account for most of the expression within cluster 6, 7,9 and 11 (59%, 60%, 72% and 56%, respectively),
while 28S account for about 73%, 64%, 72%, 78% and 60% of expression within cluster 1, 2, 4, 8 and
14. d) piRNA characteristics across K-means clusters. About 80-90% of piRNA were shown to bear a U
residue at their 5' end (U1 piRNAs) within downregulated clusters 2,4,8 and 14. In contrast, clusters
with increased expression in COR and CAU, as well as SPF were dominated by non U1 piRNAs, while
cluster 3 (SPZ) gathers 53% of 1U-piRNA. No gross enrichment for an A residue was observed at
position 10, but piRNA length variations were observed among clusters. €) When considering
expression levels, the proportion of expression due to A10 piRNA dramatically increased for clusters

1,10 and 13.

Furthermore, a search for biological processes and molecular pathways associated with

miRNA targets was performed for each K-means cluster, highlighting several enriched GO

terms (Figure 11 and supplementary Tables S7-S8).

a) (\_) carbohydrate transport b)

@y

catabolism

regulation of ;RAD pathway

protein

protein ubiquitination
postreplication repair

o - @

| of protein
cellular response to stress |
ofr to sti . regulation of transferase activity|
Ty~
e
ion of cell

G1/S transition of mitotic cell cycle ~ ’
O regulation of cell cycle

Cluster 2,4,8,14: down

c) positive regulation of glucose import

tissue morphogenesis

‘ embryonic morphogenesis

) ion of cell di

d)

-
| - regulation of cell migration

regulation of cell proliferation

tissue migration

developmental process

®
O

heterochromatin assembly

of protein

protein metabolism

//\\
e

Clusters 3,5,9: up

heterochromatin assembly |/ /

@

protein metabolism

i‘. peptide transport

of protein

ion of cy port

regulation of developmental process .
regulation of response to stress

regulation of ERAD pathway

of

b

signal (ransduption

regulation of metabolism

regulation of phosphorylation

regulation of cell icati >

Clusters 1,6,10,11,12,13: up in epididymis

embryonic morphgggngfi;;

tissue migration .

regulation of cell proliferation

regulation of cell migraﬁo@

@ o
@

protein transport
..
~
regulation of apoptotic procossI } )
|

regulation of ERK1 and ERK2 cascade

‘ developmental process U-
heterochromatin assembly ‘ ) @
- —

{ ’ response to reactive oxygen species

®

cellular response to cytokine stimulus

protein metabolism|_

#

Clusters 7: bimodal expression

178



Fig 11: GO biological processes associated with K-means clusters. For each cluster, miRNA targets
predicted by Targetscan were retrieved to explore biological processes and pathways. Gorilla was used
to identifies enriched GO terms and scatterplots were produced using Revigo, showing enriched terms
grouped by semantic similarity. Relevant GO terms are shown for miRNA targets of a) downregulated
clusters 2. 4, 8 and 14; b) clusters 1, 6, 10, 11, 12 and 13 whose expression peaks at epididymis; c)
clusters 3, 5 and 9, whose expression increase form testis to ejaculated sperm; d) cluster 7 having a
bimodal expression curve, peaking both at epididymis and ejaculated sperm. The size of each dot is
proportional to the number of genes related to the given term (log size) and the color depicts the
associated p-value (from red<=10E-3 to blue<=1E-6).

For instance, downregulated clusters 2, 4, 8 and 14 were shown to gathers miRNAs targeting
genes involved in cell cycle and its regulation, (G1/S transition, post-replication repair) as well
as organelle or compounds degradation (ubiquitination and ERAD pathways) and response to
stress. Functional annotation of genes targeted by clusters 1, 6, 10, 11, 12 and 13 whose
expression peak at epididymis, showed enrichment in protein metabolism related terms, as
well as cytoplasmic transport (ER to Golgi vesicle-mediated transport and intracellular protein
transport), response to stress (response to endoplasmic reticulum stress, regulation of
intrinsic apoptotic signaling pathway), regulation of phosphorylation, cell differentiation and
heterochromatin assembly. Genes targeted by clusters 3, 5, 9 whose expression increase in
ejaculated sperm, were found to be involved in cell proliferation and migration, embryonic
and tissues morphogenesis, regulation of transcription (regulation of transcription by RNA
polymerase Il, regulation of core promoter binding), heterochromatin assembly, as well as
regulation of glucose import. Genes targeted by cluster 7, which exhibit a bimodal expression
curve peaking at both epididymis and ejaculated sperm, showed functional annotations

combining terms also enriched in clusters 3,5, 9 and clusters 1, 6, 10, 11, 12, 13.
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Sperm RNAs have long been considered as spermatogenic leftovers with no further function
[36, 37], but a more dynamic picture has emerged recently and the sperm sncRNA profile has
been shown to be dynamically modified as the cells migrate through the epididymis [20],
possibly through direct transfer of sncRNA from epididymosomes to spermatozoa [13]. Our
study was thus designed to study the dynamics of cattle sperm sncRNAs from

spermatogenesis to final maturation.

This study was challenging technically as well as in terms of sample collection. However,
enough spermatozoa could be collected, without somatic cells contamination, and good
quality RNAs could be prepared and sequenced using our previously described protocol. As a
result, comprehensive repertoires of cattle sperm sncRNA could be established at six
maturation stages along the male tract. One caveat of our study is related to the fact that the
subspace available for a given group of sncRNAs within a given sample is limited by the
quantity of other sncRNAs being sequenced. To limit associated bias, between sample
normalization has been performed, making it possible to compare relative expression
between samples. However, this strategy prevents any conclusion on absolute quantification.
For instance, it is not clear to what extent the increase in miRNA expression in epididymis
results from increased expression of this sncRNA class or just decrease in piRNA expression.

Anyway, our work provides a detailed picture of sperm sncRNA spatiotemporal dynamics.

The primary cattle sncRNA sperm content is dramatically remodelled as sperm mature along

the epididymis.

The sperm sncRNAome showed a great plasticity level and huge differences in terms of sperm
sncRNA content were observed, making it possible to discriminate between sperm samples

collected at various maturation stage along the male tract.

One of the most striking findings of our study is the observed enrichment of piRNAs within

testis parenchyma relative to the sperm fraction isolated from more distal (corpus and cauda)

180



regions of the epididymis as well as ejaculated sperm. Conversely, an increase in miRNAs and
tRNAs content was observed from testis parenchyma to ejaculated sperm, while rRNAs
showed a particular expression profile, peaking at epididymis corpus. Overall, our data are
consistent with previous studies in mouse and recapitulate prior findings, both in terms of
sncRNA content and global expression trends [12, 19, 38-42]. However, data unavailability as
well as species and/or methodological differences precludes detailed comparison with these
previous findings. For instance, Sharma et al [38] identified tRFs as the primary small RNA
population in epididymal sperm but reads mapping to rRNAs were discarded before
normalization. Here, rRNA were kept in the analysis and were identified as the major sncRNA
population in epididymis corpus. Yet, we also report an increase in tRFs expression in
epididymis. In addition, among 1.6 million sncRNA sequences described by Chu et al, only
56316 perfectly match our bovine sequences (71% rRFs, 15% piRNA, 9% tRFs and 5% miRNAs).
The remaining sequences may reflect both species specificity and the plethora of isoforms
produced through RNA editing mechanisms. In this respect, concordance between mouse and
bovine increases when considering canonical miRNAs instead of isomiRs represented by
individual reads. For instance, about 45% of bovine sperm miRNAs were also described in
mouse, including several key miRNAs involved in cell differentiation, proliferation,
spermatogenesis, or embryo development (miR-10, miR-29, miR-34, miR-100, miR-148, miR-

191...).

Beyond the bulk differences in abundance of broad classes of small RNAs, K-means clustering
was performed to cluster sncRNAs based on their spatiotemporal expression profiles,
highlighting specific patterns of expression for individual sncRNAs and confirming that the
sperm sncRNAome does not simply reflect a legacy of spermatogenesis. Indeed, four different
expression profiles were observed for downregulated sncRNAs, differing by the timing and/or
intensity of expression decrease. Likewise, four profiles were associated with increased
expression at epididymis corpus, two at epididymis cauda, three at ejaculated sperm...
Altogether, our data suggest at least three major waves of drastic changes in sperm sncRNA
content, first between testis and epididymis corpus, then at epididymis cauda and later in
ejaculated sperm. Indeed, the transition from testis parenchyma to epididymis corpus is
characterized by a shift from piRNAs to other sncRNA classes, following a drastic decrease in

expression of sncRNA belonging to clusters 2, 4, 8 & 14, together with a slight increase in
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miRNA and tsRNA expression (clusters 1,7, 10, 12, 13) and a transient bust in rsRNA expression
(cluster 7, 10). The second wave of change between epididymis corpus and cauda is
characterized by a decrease in rsRNA expression associated with an increase in miRNA and
tsRNA expression. The third wave in ejaculated sperm is characterized by an increase in miRNA
and a decrease in tsRNA expression. Interestingly, a higher proportion of piRNAs and miRNAs
was observed in total ejaculated sperm (18% and 38% for piRNAs and miRNAs, respectively),
compared to ejaculated sperm depleted from seminal plasma (15% for both piRNAs and
miRNAs), suggesting that seminal plasma may contain piRNAs and miRNAs and may be

involved in this third wave.

Encapsulation within the cytoplasmic droplet and ejection upon epididymal entry has been
proposed as a likely mechanism to explain clearance of testicular piRNAs [38]. Since the bovine
cytoplasmic is lost between epididymis caput and corpus, expression of piRNA belonging to
clusters 2, 12 & 14 is in good agreement with such a mechanism. However, these piRNA
account only for 24.2% of differentially expressed piRNA and a greater drop in expression was
observed between parenchyma and epididymis caput compared to caput and corpus. Thus,
other mechanisms may also be at work to account for these piRNAs belonging to clusters 4 &
8 and accounting for 67% of piRNAs. In addition, higher expression fold changes between
caput and corpus were observed for piRNAs compared to other sncRNA classes, suggesting

that cytoplasmic droplet ejection alone cannot account for the observed changes.

It has been proposed that epididymosomes may serve as cargo to supplement maturing
spermatozoa with sncRNA, especially miRNA and tRFs [13, 40], during transit through the
epididymis. The increased expression observed for miRNA and tRFs along epididymis is in good
agreement with this hypothesis, given that several cattle sperm miRNAs were already
identified in cattle epididymosomes [43]. Indeed, despite technical differences (miRNA array
vs NGS), 33 and 5 miRNAs among 204 epididymal sperm miRNAs were identified as shared
with miRNA extracted form caput and cauda epididymosomes, respectively (Figure 12).
Interestingly, among the 33 shared miRNAs from caput epididymosomes, 76% are
overexpressed in cauda sperm, suggesting a delay for epididymosomes to deliver their content

within sperm transiting in epididymis lumen.
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Fig 12: Differentially expressed miRNAs are shared between bovine epididymosomes and epididymal
sperm. Comparison between published miRNAs expressed in caput (epi-CAP) or cauda (epi-CAU) and
204 miRNAs differentially expressed in caput or cauda sperm (spz-CAP_CAU) identified 33 and 5
common miRNAs, respectively.

Likewise, a few percent of piRNA escape the general decreasing trend, as illustrated by cluster
12 peaking at epididymis caput or clusters 1, 7, 10 and 13 peaking at epididymis corpus.
Interestingly, piRNA belonging to these cluster tend to be shorter (28nt on average vs 31nt for
parenchyma piRNAs). Since somatic piRNAs and piRNA-like have been described to be shorter
[44], it could be tempting to speculate that these piRNAs also originated form interactions
with epididymosomes. However, their nucleotide composition differs from parenchyma
pachytene piRNAs (mostly non U1l piRNAs, compared to 80% of U1-piRNAs in parenchyma),
while somatic piRNAs are thought to be similar to pachytene piRNAs, although having a
distinct signature associated with a yet to be identified biogenesis pathway [45]. In addition,
epididymosomes seem to harbour only small amounts of piRNA [46] and co-incubation of
epididymosomes and spermatozoa in vitro does not result in substantial piRNA transfer [12].
Thus, these piRNAs do not features typical characteristics of both somatic and pachytene
piRNA and their origin remains unclear. They may only reflect false positives present in
primary databases [47], may feature isopiRs produced by 5’ edition of piRNAs generated by
the primary or secondary production pathway, or may be produced in situ by sperm following

a particular unknown biogenesis pathway [46]. Given that epididymal sperm nuclear gene
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expression is completely repressed, this later hypothesis seems unlikely. However, piRNA may
be produced by the mitochondrial genome [48] and may be derived from rsRNA or tsRNA [49].
Thus, it could be assumed that in situ production may rely on PIWI processing of rsRNA or
tsRNA, eventually expressed by mitochondria, and/or mitochondrial expression of piRNAs.
Further studies, including more detailed bioinformatics analysis, as well as NGS sequencing of
bovine caput, corpus and cauda epididymosomes will be required to explore further this

hypothesis.

Noteworthy, although some authors support that PIWI proteins and piRNAs are depleted in
late spermatogenesis stages [50], our findings agree with others reporting that piRNAs exist
in ejaculated spermatozoa and may play important roles during maturation, fertilization or

embryonic genome activation [51, 52].

A search for sncRNA molecular function, including in-silico search for miRNA targets and GO
enrichment analysis, was performed for each K-means cluster to provide insights into their

putative biological role at each maturation stage.

Sperm sncRNA, a vestige of spermatogenesis

Downregulated clusters 2, 4, 8 & 14 show a progressive decrease in expression and may thus
gather sncRNAs remnant from spermatogenesis. These clusters are enriched in pachytene
piRNA, which are known to be crucial for transposon silencing [53] and for the global mRNA
decay in spermatocytes and spermatids as well as the massive turnover of mRNAs in late
spermiogenesis [54, 55]. Enriched GO terms associated with predicted miRNA targets highlight
relevant biological processes for spermatogenesis, such as cell proliferation (regulation of cell
cycle and G1/S transition), protein ubiquitination and response to stress. For instance,
spermatogenesis requires extensive protein synthesis, folding, maturation trafficking to
appropriate cellular location to differentiate spermatogonia to spermatozoa during mitosis
and meiosis within the testes, as well as destroying unfolded/misfolded proteins. Thus, ER
stress and UPR signalling cascades play a key role in spermatogenesis, and both extrinsic
factors, such as toxicants, and intrinsic factors, such as hyperthermia or oxidative stress, have
been shown to trigger ER stress and impair spermatogenesis [56, 57]. Likewise, the ubiquitin—

184



proteasome pathway plays a key role at several stages of spermatogenesis (meiosis, acrosome
biogenesis, and spermatozoa maturation) to remove many proteins and organelles and
facilitate the formation of condensed sperm. Here, UBE2D3, UBE2l and UBE2J1 were identified
as targets of cluster 4 miRNAs. Knock-out mice lacking ubiquitylation enzymes such as UBE2J1
suffer from male sterility associated with flagella and acrosomal defects [58]. Interestingly,
piRNAs have been shown to induce the ubiquitination and degradation of MIWI through the
APC/C proteasome pathway [50], a process essential for maturation from late spermatid to

sperm.

Epididymal sncRNA modifications: a role for sperm maturation?

Since spermatozoa are considered as transcriptionally and translationally silent, a role in
sperm maturation seems to be unlikely. However, two studies have proven that contrary to
the accepted dogma, mRNA are translated by mitochondrial-type ribosomes during
capacitation and new proteins are thus synthesized as part of the capacitation process or to
replace degraded proteins [59, 60]. Moreover, active transcription and translation have been
observed in sperm mitochondria and proved to be essential for mitochondrial activity and
regulation of high-speed linear motility through ATP level in low glucose condition [61]. In this
respect, assuming that such mechanisms are also operational during maturation, sperm
sncRNA may have a role in regulating energy metabolism, in line with the acquisition of
progressive motility by spermatozoa during epididymal transit. For instance, mTOR, PI3K-AKT
and AMP KEGG pathway were found to be targeted by K-means clusters 1, 6, 10, 11, 12 and
13, whose expression trends peak at epididymis. In particular, mTOR pathway has been
associate with regulation of mitochondrial function (glycolysis activation, lipid synthesis,
autophagy) [62] and human sperm motility [63, 64]. Tyrosine phosphorylation has also been
linked to energy production by mitochondria [65]. Interestingly, GO terms related to
phosphorylation were also associated with clusters 1, 6, 10, 11, 12 and 13. In addition,
phosphorylation processes are also crucial since motility is dependent on intracellular cAMP

and cascades of phosphorylations and dephosphorylations of dynein arms.

Spermatozoa are highly susceptible to oxidative stress due to their membrane containing high

concentrations of polyunsaturated fatty acids and their lack of significant antioxidant
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protection [66]. In this respect, it is worth mentioning that tsRNAs have been proposed to be
involved in the oxidative stress response [68]. Furthermore, enriched GO terms include

Regulation of response to stress.

Enrichment in specific sncRNAs of ejaculated sperm: a role in embryo development?

Sperm RNAs can be delivered to the oocyte during fertilization and remain stable until the
onset of embryonic genome activation [67]. Treatment of mature sperm to remove sperm-
carried RNAs results in a decrease of blastocyst formation rate [68] and some studies suggest
that sperm RNA may act as an additional source of paternal hereditary information, which
may be essential for fertilization and/or influence early embryo development [69] and the
long-term phenotype of the offspring [70, 71]. Recently, sperm sncRNAs gained at epididymis
cauda were shown to be crucial for embryonic development after the blastocyst stage in Mice
[23]. Interestingly, Clusters 3, 5 & 9 which gather sncRNA peaking in ejaculated sperm, were
found to be associated with GO terms related to embryo development such as developmental
process, embryonic morphogenesis as well as cell proliferation, differentiation, and migration.
In particular, several target genes are involved in the HIPPO signalling pathways that control
embryonic cell fate during establishment of pluripotency. Likewise target genes HOXB1,
HAND1 or the SMAD family have been associated with self-renewal of pluripotent stem cells
and differentiation toward ectoderm, mesoderm, or endoderm lineages [72, 73]. Regulation
and maintenance of pluripotency relies also on regulation of chromatin organization [74].
Interestingly, Heterochromatin Assembly belong to enriched GO terms and bta-miR-100, one
highly expressed miRNA in ejaculated sperm, has been proposed as one of the main factors
associated with the initiation of pluripotency [75], acting though repression of SMARCAD, a
protein involved in chromatin remodelling [76]. Consistent with this hypothesis, embryos
produced using caput sperm, which lack miR-100, overexpress SMARCAS at 4-cell stage and

fail to develop after blastocyst stage [23].

In addition, among miRNA belonging to clusters peaking in ejaculated sperm, some have
already been described as involved in embryo devolvement. For instance, miRNA-34c, which
belongs to the most expressed miRNAs in cluster 3, is known to enhance the germinal

phenotype of cells already committed to this lineage during spermatogenesis [6], but is also a
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key player in murine early embryo development [77-79]. Likewise, bta-miR-191, the second
most expressed miRNA in our dataset has been associated with fertilisation rate and embryo

quality in humans [80].

Beside miRNAs, rsRNA, tsRNAs and piRNAs are also gained post epididymis, either by cauda
epididymosomes or prostasomes, which may be involved in trans-generational epigenetic
inheritance and impact embryo development. Altogether, increasing evidence suggest that
sperm RNA-encoded information is decoded in early embryos to control offspring phenotypes
[71], as illustrated by altered metabolic pathways in early embryo and induced metabolic
disorders in F1 offspring produced by injection into zygotes of sperm tsRNA (mainly tRF5s)
from males subjected to a high-fat diet [81]. Noteworthily, tRF5s are the most enriched tsRNA
subpopulation in clusters 5 and 9. Likewise, tRNA-GIn-TTG, which are enriched exclusively in
cluster 9, have been shown to participate in the early cleavage of porcine preimplantation
embryos [82] and injection of tRNA-Gly-GCC fragments (one sperm sncRNAs upregulated by a
low-protein diet) into zygotes results in repression of MERVL-regulated transcripts in two-cell

embryos and slowdown of embryo development [40].

Altogether, these findings suggest both distinct role of sncRNA at each maturation stage and
coordinated actions of several sncRNA classes at a given maturation stage. In a context of
transcriptional and translational inactivity, several hypothetical mechanisms can be proposed
to explain sncRNA effects, including regulation of ribosome biogenesis to adapt the
mitochondrial translational machinery, use of alternative pathways to produce in situ sncRNA
(e.g mt-piRNAs and recycling rsRNAs/tsRNAs to produce piRNAs), followed by chain reactions
mediated by the interplay with DNA methylation, histone marks and transposon elements as

well as induced metabolic changes [71].

Assuming that sncRNA expressed at a given maturation stage may be of importance for the
transition towards the next stage, and sncRNA enriched in ejaculated sperm may have a role
in capacitation, fertilization or embryo development, K-means clustering appears as a valuable
tool to group sncRNA according to their expression profile and putative functions. This may
help filtering sncRNA for biomarkers studies (e.g. relevant sncRNA associated with semen
fertility), as well as identifying sncRNAs of interest and designing relevant experiments for
future functional studies, with the aim to validate their biological role at each maturation

stage.
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Mature sperm carry thousands of sncRNAs, including miRNAs, piRNAs, rsRNAs and tsRNAs,
whose function remains unclear, although growing evidence suggest that they play a role in
sperm maturation and are involved in paternal epigenetic inheritance. Here, we confirm that
cattle sperm sncRNA are far from being just remnants of the spermatogenic cycle, in good
agreement with previous studies in mouse. Rather, we show that the sncRNA profile is
dynamically modified as the sperm transit through the epididymis, due to the combination of
multiple factors such as loss of the cytoplasmic droplet, intracellular degradation, and
interaction with epididymosomes. In addition, we identified piRNAs whose production is
unlikely to be attributed to epididymosomes, suggesting in situ production and/or
modification of sncRNAs by sperm, a thrilling finding given that epididymal sperm nuclear gene
expression is supposed to be completely repressed. Further studies will be required to
decipher the underlying mechanisms. In addition, sncRNA expression profiles were used to
provide insight into the putative role of sperm sncRNAs. Our preliminary in silico analysis
suggests a role during sperm maturation for epididymal sncRNA and embryo development for
sncRNA expressed in ejaculated sperm. This finding warrants further investigations, that may

benefit from these results to identify sncRNA of interest and design relevant experiments.
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Chapitre Il : Les sncRNA comme biomarqueur
de la fertilité male ?

1) Eléments de contexte

Comme évoqué en introduction, le contréle qualité de la semence est un enjeu important
pour la filiere insémination, de facon a garantir une bonne fertilité du taureau et de ses
éjaculats, et peut étre demain s’assurer de I'absence de désordres épigénétiques pour garantir
I'expression du potentiel génétique de la descendance. Différentes approches ont été
explorées pour établir un prédicteur de la fertilité, basées principalement sur divers
parametres en lien avec la fonctionnalité ou la physiologie des spermatozoides. Mais tous ces
parameétres et prédicteurs se sont avérés insuffisants et seule leur combinaison par des
approches de régression « stepwise » ou « logistic » a permis d’améliorer la prédiction, qui
n’explique toutefois que 40% de la variabilité de la fertilité observéel. D’ou I'idée d’explorer
un éventuel lien entre fertilité et expression des sncRNA du spermatozoide, idée fondée sur
les avancées scientifiques, détaillées dans le Chapitre Il, montrant un lien entre sncRNA
spermatiques et parametres fonctionnels de la semence (motilité ou anomalie du
spermograme?37,239240) - fertilité des males?*?*2  ou  développement de la

descendancel67.223,225

Dans les chapitres précédents, nous avons réalisé I'inventaire des sncRNA du spermatozoide
bovin, en précisant leur origine tissulaire. L’étape suivante, objet de ce chapitre, consiste a
étudier le lien entre I'expression de ces sncRNA et |a fertilité des taureaux, afin de mettre en
évidence des biomarqueurs utilisables en controle qualité de routine, éventuellement

combinés aux parametres fonctionnels ou d’autres biomarqueurs « omics ».
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2) Plan expérimental

2.1) Constitution de la bio-banque d’éjaculats
Les semences de 154 taureaux Holstein (N=54) et Montbéliard (N=100) ont été fournies par
trois centres de production de semence (figure 35) : Evolution XY (Saint Aubin du Cormier,
France) pour les éjaculats de taureaux Holstein et Umotest (Roulans, France) et Evalura
(Crancot, France), pour les taureaux Montbéliards. Afin de limiter d’éventuelles variations
liges a I'évolution de pratiques d’élevages au cours du temps, I'année de naissance des

taureaux de I'étude a été limitée a la période 2011-2015.

-

Umotest *

Figure 35 : Localisation des centres de production de semence.

154 éjaculats de taureaux Holstein (N=54) et Montbéliard (N=100) ont été utilisés pour la recherche de
biomarqueur de la fertilité médle. Un seul centre (Evolution XY) a fourni la semence de taureaux Holstein. En
revanche, pour celle des taureaux Montbéliards deux centres de production situés relativement proche I'un de
I'autre, ont été sollicités (Eva Jura et Umotest). ©Allice © Umotest © Veeteeltvlees pour EVA Jura

Chaque taureau est représenté par un pool de 2 a 5 éjaculats produits entre 17 et 19 mois
d’age. Les taureaux ont été choisis suivant leur indicateur de fertilité basé sur le TNR56 corrigé
(effet taureau X campagne issu de I'indexation fertilité femelle a 56 jours), et regroupés en

males « supfertiles » si leur indicateur est supérieur a +1 écart-type de la moyenne de la
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population globale étudiée (centrée réduite) ou en males « subfertiles » si leur indicateur est
inférieur a -1 écart-type. Chez les taureaux Holstein, 21 sont subfertiles et 33 supfertiles. Chez

les taureaux Montbéliards, 43 sont subfertiles et 57 supfertiles.

2.2) Analyse des parametres fonctionnels de la semence

Les principaux parametres fonctionnels post-décongélation de la semence ont été analysés :
viabilité (% de spermatozoides ayant une membrane intacte), développement énergétique (%
de spermatozoides ayant une mitochondrie active (HMMP) et niveau de production
énergétique (MYH)), oxydation cellulaire (% de spermatozoides vivants oxydés et niveau
d’oxydation) et motilité (% de spermatozoides mobiles, progressifs et parametres liés a la
vitesse (uUm/s) et au type (um ou %) de déplacement : VAP, VSL, ALH, LIN...). Le systéme CASA
« IVOS Il » (Hamilton Thorne) a été utilisé pour I'analyse de la motilité et le cytométre en flux
« Easycyte 8HT » couplé aux kits « Easykits » (IMV Technologies) pour les autres tests. Les

principes et les modes opératoires des différents kits sont décrits dans Sellem et al.,2015%.

2.3) Extraction d’ARN total et séquencage des sncRNA.

Le protocole d’extraction d’ARN total, basé sur une extraction au Trizol-chloroforme modifiée
et optimisée, est identique a celui utilisé précédemment pour I'établissement des catalogues.
Le contrble qualité a comporté un dosage en fluorimétrie (Qubit® RNA HS Assay Kits, Q32852

Life Technologies) comme réalisé précédemment pour I'établissement des catalogues?*3.

Le séquencage NGS ILLUMINA a été confié en prestation de service a Qiagen. Les librairies ont
été réalisées a partir de 10ng d’ARN extrait, en utilisant le kit QlAseq miRNA Library Kit® et
I'indexation UMI (Unique Molecular Indexes). Les UMI représentent un systeme de code-barre
utilisé pour supprimer les biais techniques d’amplifications lors de la création des banques.
L'approche est donc identique a celle mise en ceuvre pour I'établissement de la dynamique

d’expression et |'origine tissulaire des sncRNA. Le séquencage haut débit a été réalisé a I'aide
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d’un séquenceur lllumina HISeq2000, avec un objectif de 20 millions de séquences (75 paires

de bases en single-end) par échantillon.

Le pipeline bio-informatique est également identique a celui utilisé précédemment: les
séquences résultantes de biais d’amplification ont été éliminées, tout comme les séquences
inférieures a 17 nucléotides ou présentant un score de qualité faible (Phred score<25);
miRDeep2 a ensuite été utilisé, avec le génome bovin (BosTau9) comme référence, pour
guantifier et identifier les miRNA connus (miRBase v22) et prédire de nouveaux miRNA ; les
séquences ont été annotées a l'aide de plusieurs bases de données publiques, dont Ensembl

release 94 (www.ensembl.org), RFAM release 14 (http://rfam.wustl.edu), les ARN non

codants bovins de I'ENA (https://www.ebi.ac.uk/ena), les ARNt bovins de GtRNAdb

(www.gtrnadb.ucsc.edu) et les piARN humains, murins et bovins de I'ENA.

2.4) Les différentes approches statistiques

Un filtre sur le niveau d’expression a été appliqué, afin d’éliminer des analyses toutes les
séquences dont la somme des comptages, toutes banques confondues, ne dépassait pas 100
copies. Deux approches statistiques ont été utilisées pour mettre en évidence d’éventuels
biomarqueurs : une analyse statistique descriptive multidimensionnelle pour traiter un grand
nombre de variable et s’extraire de tout modéle sous-jacent (Between Class Analysis, BCA ;
package R ade4 avec la fonction dudi.bca) et une analyse différentielle pour identifier les
sncRNA présentant des différences d’expression statistiquement significatives (package R

DeSeq2, p-value ajustée (Benjamini-Hochberg) < 5%).

La mise au point d’'une équation de prédiction en race Montbéliarde, exploitant un sous-
ensemble pertinent de biomarqueurs, a reposé sur une approche « d’ensemble learning »
combinant deux algorithmes de « machine learning » (collaboration avec Datastat, IDELE).
Pour ce faire, le dispositif de taureaux a été divisé en deux sous-ensembles : un sous-ensemble
« d’apprentissage » (70% de la population étudiée) et un sous-ensemble de « test » (30%
restant). Afin de réduire le nombre de variables a traiter, la matrice des sncRNA a été réduite
aux séquences différentiellement exprimées identifiées par DeSeq2. Les variables les plus
informatives ont été sélectionnées par la méthode VSURF (package R vsurf). La prédiction de
fertilité est ensuite réalisée par un méta-modele, qui combine les prédictions obtenues a
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partir des méthodes de « Séparateurs a vaste marge » (SVM) et de « Foréts aléatoires »
(package R « caretEnsemble ». L'algorithme des foréts aléatoires génére plusieurs « arbres de
décision ». Chaque arbre est entrainé sur un sous-ensemble aléatoire d'observations avec un
sous-ensemble aléatoire de variables. Les prédictions sont ensuite compilées (moyenne pour
une donnée quantitative et un vote pour une qualitative) afin de rendre un statut a chaque
taureau. La méthode SVM consiste a séparer les données en classes a I'aide d’une frontiére
simple, de telle fagon que la distance entre les différents groupes de données et la frontiere
qui les sépare soit maximale. L'utilisation d’un méta-classifieur (« ensemble learning »),
combinant ces deux approches, permet non seulement d’améliorer le pouvoir prédictif du
modele, mais également de remédier au phénomeéne de surapprentissage. Le prédicteur ainsi
obtenu sur I'ensemble d’apprentissage est ensuite appliqué sur I'échantillon de test. La
précision, la sensibilité et la spécificité, métriques données par la table de confusion, sont

utilisées pour juger de I'efficacité du prédicteur.

Le package Hmisc a été utilisé pour créer les matrices de corrélations entre les phénotypes.
Les corrélations de Pearson sont considérées comme significatives lorsque les p-
values ajustées (Benjamini-Hochberg) sont inférieures ou égale a 5%. Seules les corrélations

dont la valeur absolue est supérieure a 0.7 sont analysées.

3) Résultats

3.1) Fertilité et parametres spermatiques des éjaculats utilisés
Comme illustré par la figure 36, les deux groupes de fertilité intra race présentent une
différence significative (p<0.05) de fertilité, mesurée par le TNR56 corrigé : [-0.8 + 1.3 ; +2.6 +
0.9]et[-1.3+1.1;+3.6+1.0] en moyenne plus ou moins I'écart-type pour respectivement les

taureaux Holstein et Montbéliard subfertiles et supfertiles.
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Figure 36 : Groupes de fertilité taureaux Holstein et Montbéliard.
Pour les deux races de I'étude, les deux groupes de taureaux choisis présentent bien une différence importante
de fertilité.

En dépit de ce différentiel important de fertilité, la qualité moyenne post-décongélation des
éjaculats utilisés ne différe pas significativement entre les groupes de taureaux, comme

illustré sur la figure 37.
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Figure 37 : Fonctionnalité des éjaculats utilisés.
Des mesures de qualité de la semence ont été réalisées a I'aide du CASA (motilité) et de la cytométrie en flux
(viabilité et développement énergétique). Ces graphiques illustrent la variabilité d’un phénotype au sein du
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groupe de fertilité d’une race en particulier. (A) Pourcentage de spermatozoides viables, (B) moyenne d’intensité
de fluorescence représentant le niveau énergétique de la cellule, (C) pourcentage de spermatozoides progressifs
et (D) vitesse de déplacement en um/s.

3.2) Données obtenues par séquencage
Globalement, 413 952 sncRNA ont été identifiés, présentant une grande gamme de niveaux
d’expression moyens (de <1 a 289 374 copies). Environ 94% de ces sncRNA ont une moyenne
d’expression tous taureaux confondus inférieure a 10 copies, 5% entre 10 a 100 copies et
moins de 1% plus de 100 copies. Seules 42 séquences présentent une expression supérieure

a 10 000 copies et uniqguement 4 avec une expression supérieure a 100 000 copies.

Les miRNA ne représentent que 3% des séquences identifiées, mais 41% de I’expression totale
normalisée (figure 38). Les piRNA majoritairement présents en nombre de séquence (40%) ne

représentent que 11% de I'expression globale.

A ~miRNA B

Figure 38 : Diversité des séquences contenues dans le spermatozoide éjaculé.

La diversité des sncRNA est représentée en pourcentage du nombre de séquences présentes (A) ou en pourcentage
d’expression (B). Il est intéressant de noter que les miRNA ne représentent que 3% des séquences contenues dans
le spermatozoide éjaculé, mais expriment 41% de I’expression totale. Les piRNA majoritairement présents en
nombre de séquence ne représentent qu’un dixiéme de I'expression globale.

Les tsRNA et rsRNA contribuent a hauteur de 26% et 12% a l'expression globale,
respectivement. Les autres classes de sncRNA (circRNA, snoRNA), les fragments d’ARN
messager et les séquences non identifiées représentent 10% de |’expression globale). Les 20
séquences les plus exprimées en moyenne représentent 33% de |'expression totale (240 677
903 copies). Elles comportent 14 miRNA (12 connus et 2 prédits), représentant 68.4% de
I’expression du « Top20 » et 6 tsRNA (31.6% de I'expression du total du « Top20 » ; figure 39).

Deux des miRNA du « Top20 » sont représentés par deux isomiR (bta-miR-191 et bta-miR-21-
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5p). Le bta-miR-16 est quant a lui représenté par trois isomiR. Parmi les 6 tsSRNA présents dans

le « Top20 », 3 isoaccepteurs sont représentés : GIn, Gly et Ser.

A
Reste 67% { Top2033%

Figure 39 : Diversité des sncRNA selon leur niveau d’expression.

33% de I'expression globale des sncRNA sont captés par les 20 séquences les plus exprimées. Seulement deux
familles de sncRNA composent ce Top20 (miRNA et tRNA) et majoritairement par des miRNA (68%). Le reste de
I’expression est constitué majoritairement par des miRNA (28%), tRNA (22%), rRNA (18%) et piRNA (17%).

autres
15%

3.3) sncRNA biomarqueurs de fertilité male

L'analyse descriptive par BCA consiste, comme I’ACP, a déterminer des combinaisons de
variables décorrélées les unes des autres, formant des axes principaux indépendants
expliguant au mieux la variance des données. Dans le cas de la BCA, les axes sont calculés en
fonction des groupes d’échantillons, ce qui permet d’identifier des axes et un espace des
individus qui maximise les différences entre les groupes. La figure 40, illustre graphiquement
la séparation de ces groupes selon les deux premiers axes. La part de variabilité imputée aux
différents groupes de fertilité est de I'ordre de 3%. Visiblement, la race de taureau est un
facteur expliquant un pourcentage bien plus élevé de la variabilité globale obtenue entre tous
les taureaux de I'étude. Bien que la fertilité représente un facteur peu explicatif de la
variabilité globale, la séparation entre les groupes de fertilité est claire et ce résultat souligne
le fait que certains sncRNA sont vraisemblablement significativement différentiellement

exprimés entre les groupes de fertilité.
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Figure 40 : BCA des groupes de fertilité des taureaux Holstein et Montbéliard.
Environ 3% de la variabilité totale observée peut étre expliquée par les groupes de fertilité. La race en revanche
semble expliquer nettement plus les différences entre ces taureaux.

L'analyse différentielle a été réalisée avec DeSeq2 pour chaque race séparément au vu des
résultats de la BCA. Afin de réduire le nombre de variables et dans un souci pratique (i.e
identifier des biomarqueurs suffisamment exprimés pour permettre une exploitation en
routine), seules 30 260 sncRNA ont été analysés, qui présentent une moyenne d’expression
brute intra race supérieure a 10 copies. Tous les sncRNA ayant une p-value ajustée inférieure
a 0.05 ont été considérés comme différentiellement exprimés de fagon significative. Toutefois,
pour cette premiere approche d’identification de biomarqueurs de la fertilité, ceux présentant
une p-value ajustée entre 0.05 et 0.1 ont également été sélectionnés et considéré comme
différentiellement exprimés afin de ne pas écarter trop vite des sncRNA potentiellement
intéressants. Le tableau suivant (Table 1) liste en fonction des races et des familles, le nombre

de sncRNA significatifs et les 20 sncRNA les plus exprimées sont illustrés sur la figure 41.
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Classe Nbr Up Down Nbr Up Down
rsRNA 20 4 16 400 149 251
tsRNA 4 2 2 21 9 12
miRNA 22 0 22 7 6 1
piRNA 13 2 11 82 36 46
Autres 17 9 8 42 18 24
Total 76 17 59 552 218 334

Table 1 : sncRNA différentiellement exprimés selon le niveau de fertilité.
Sont indiqués pour chaque classe de sncRNA le nombre total de sncRNA (Nbr) ainsi que le nombre de sncRNA
surexprimés (up) ou sous-exprimés (down) chez les supfertiles pour les taureaux Holstein et Montbéliard.

read Fold_change Adj_pVal race Famille expression_subfertiles (Moy) expression_supfertiles (Moy)

TGAGAACTGAATTCCATAGGTT 1.833 0.056 Holstein miRNA 25307.1 13803.5
ACAGCTGACTTCCAATCAGCTAGTTTCGGTCT 0.549 0.045 Montbéliard tRNA 593.3 1080.8
GTACGAAAGGACAAGAGAAATAAGGCC 0.637 0.056 Montbéliard rRNA 523.4 8225
CGACTGGCGATGCGGCGG 1.355 0.091 Montbéliard rRNA 762.0 562.5
CCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACAATACAGGA 1.524 0.063 Montbéliard rRNA 663.2 435.5
AGTAAGGTCAGCTAATTAAGCTATCGGGCCCATACCCCGA 2.146 0.002 Montbéliard tRNA 718.7 334.9
CCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACAATACAGGAC 1.508 0.083 Montbéliard rRNA 624.5 414.2
TTGCCAAGAATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTCGG 1.570 0.070 Montbéliard rRNA 627.3 399.6
CGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACAATACAGGAC 1.578 0.053 Montbéliard rRNA 621.6 394.0
CCAACAACAAATGATTAACTCCTAGCCCCAATACTGGA 0.603 0.082 Montbéliard rRNA 362.5 601.3
CGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACAATACAGGA 1.568 0.053 Montbéliard rRNA 549.2 350.6
CCAACAACAAATGATTAACTCCTAGCCCCAATACTGG 0.605 0.093 Montbéliard rRNA 335.8 555.6
TGAGAACTGAATTCCATAGGTTTT 2.051 0.056 Holstein miRNA 590.6 287.8
GATGGATATGTCTTCAAGGAC 1.570 0.084 Montbéliard non-identifiée 409.9 338.0
ATGGAGTGGTTAGTGGGGGTGGTA 4.238 0.048 Montbéliard piRNA 579.8 136.8
CAGCTGACTTCCAATCAGCTAGTTTCGGTCT 0.627 0.080 Maontbéliard tRNA 271.7 433.9
GCGGGACCGGGGGGGTTCCCGGGG 0.243 0.009 Montbéliard piRNA 137.4 565.0
AGGTGAAATTCTTGGACCGG 1.413 0.077 Montbéliard rRNA 407.8 288.7
CAACAACAAATGATTAACTCCTAGCCCCAATACTGGA 0.596 0.061 Montbéliard rRNA 250.9 421.6
GTTAGGTCAAGGTGTAACCTATGAAATGGG 0.649 0.048 Montbéliard rRNA 261.8 403.8

Figure 41 : Séquences différentiellement les plus exprimées entre les groupes de fertilité.

Les analyses réalisées a I'aide du script DeSeq2 ont mis en évidence 628 séquences d’intérét différentiellement
exprimées entre les groupes de fertilité, dont 196 avec une p-value ajustée inférieur a 5%. Parmi ces séquences,
81 présentent un nombre de copies moyen par banque supérieur a 100. Les 20 plus exprimées sont illustrées dans
ce tableau.
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Le détail des types de tsRNA et des iso-accepteurs correspondants est donné dans le tableau

suivant (Table 2).

tRF5 1
5'-tRH 10
i-tRF 3 9

3'-tRH 1 1
Ala 1
Asp 1
Gln 1
Gly 6
Met 1 11
Ser 2 1
Val 1
125 44
16S 2 104
18S 2 179
28S 13 70
5.8S 1 3

5S 2

Table 2 : Détail des tsRNA et rsRNA différentiellement exprimés selon le niveau de fertilité.
Est indiqué le nombre de biomarqueurs de chaque type pour les taureaux Holstein et Montbéliard. tRF5 :
fragment 5’ de ARNt ; 5’-tRH et 3’-tRH : moitié 5’ ou 3’ d’'un ARNt ; i-tRF : fragment interne d’un ARNt.

Pour les taureaux Holstein, 76 sncRNA présentent une expression différentielle entre les deux
groupes de fertilité (p-value ajustée < 0.1), dont 45 avec une p-value ajustée significative (<
0.05). Les miRNA (22), rsRNA (20) et dans une moindre mesure les piRNA (13) sont représentés
par un nombre de sncRNA équivalent. Les tsRNA sont en revanche moins nombreux (4). Parmi
les 76 biomarqueurs chez les Holstein, 17 sont surexprimées chez les taureaux supfertiles et
59 le sont chez les taureaux subfertiles. En termes d’expression, les miRNA représentent 93%
de l'expression totale des biomarqueurs (groupes de fertilité confondus). Seuls sept
biomarqueurs (4 miRNA, 2 rsRNA et 1 piRNA) sont exprimés en moyenne a plus de 100
copies. Les 22 séquences de miRNA correspondent a 2 miRNA connus : bta-miR-146a,b et bta-

miR-192. Etonnamment, 21 correspondent a des isomiR de bta-miR-146a,b, sous-exprimées
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chez les taureaux supfertiles (moyenne des « fold change » : 2) et représentant plus de 98%
de I'expression de cette classe (et 92% de I'expression totale des sncRNA d’intérét). Une
analyse d’enrichissement en termes GO (Gene Ontologie) a partir des 257 génes cibles de bta-
miR-146a,b met en évidence quelques processus biologiques enrichis (figure 42), dont
plusieurs en lien avec le développement cellulaire et tissulaire (développement des cellules
mésenchymateuses, morphogenese cellulaire ou tissulaire, différenciation épithéliale). Les
tsRNA correspondent principalement a des fragments internes d’ARNt (i-tRF). Les fragments

d’ARNTr 28S représentent 68% des rsRNA.

mesenchymal cell development

Golgi vesicle transport

axon development

tissue morphogenesis

epithelial cell differentiation

cell morphogenesis

positive regulation of transcription by RNA polymerase II
cell development

regulation of transcription by RNA polymerase Il

anatomical structure morphogenesis

0
Enrichment ratio

Figure 42 : Processus biologiques significativement enrichis par les génes ciblés du bta-miR-146.
Le bta-miR-146 cible in silico 257 génes (Targetscan). Différents processus biologiques sont significativement
enrichis (Gene Ontology ; Webgestalt).

Concernant les taureaux Montbéliards, 552 sncRNA sont identifiées avec une p-value ajustée
< 0.1, dont 151 significativement (p-value ajustée < 5%). Contrairement aux Holstein ou les
proportions des différentes familles étaient plutot équilibrées, les rsRNA représentent ici une
importante majorité (72%) des biomarqueurs. La seconde famille la plus représentée est celle
des piRNA (15%). Les autres familles représentent chacune moins de 10% du nombre de
sncRNA d’intérét. Parmi ces 552 biomarqueurs, 218 sont surexprimées chez les taureaux
supfertiles et 334 le sont chez les taureaux subfertiles. Seules trois de ces sncRNA sont
communs aux deux races (2 rsRNA et 1 piRNA). Les rsRNA représentent 75% de I'expression
totale, les piRNA et tsRNA comptant pour 10% chacun et les miRNA pour moins de 1%. Au
total, 75 biomarqueurs (57 rsRNA, 9 piRNA, 8 tsRNA et 1 autre) sont exprimés en moyenne a
plus de 100 copies. Les 7 séquences de miRNA correspondent a 4 miRNA connus (bta-miR-

6526, bta-miR-2483-3p, bta-miR-2284x, bta-miR-30d) et deux prédits. Les tsRNA
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correspondent principalement a des 5’-tRH (48%) et des i-tRF (42%) d’isoaccepteurs Glycine
et Méthionine. Contrairement a la race Holstein, les fragments d’ARNr 28S ne représentent

que 18% des rsRNA, les fragments d’ARNr 18S étant majoritaires (45%).

Parmi les 628 biomarqueurs, 67% (51 sur 76) en race Holstein et 78% (427 sur 552) en race
Montbéliarde correspondent a des sncRNA acquis au cours du transit épididymaire ou post-

éjaculation (table 3).

Holstein Testiculaire 4 3 7

Holstein Epididymaire 19 2 8 3 32

Holstein Ejaculé 3 6 9 1 19
Montbéliard Testiculaire 11 49 3 63
Montbéliard Epididymaire 2 17 76 13 108
Montbéliard Ejaculé 5 54 275 5 319

Table 3 : Origine tissulaire des sncRNA différentiellement exprimés selon le niveau de fertilité.
Les groupes (« testiculaire, épididymaire et éjaculé ») ont été formés en fonction des clusters Kmeans identifiés
dans les travaux « origine ».

Plus particulierement, chez les taureaux Holstein, 82% des biomarqueurs miRNA sont acquis
au niveau de la queue de I'épididyme. Plus de 50% des piRNA le sont au niveau prostatique
(alors que 31% présentent une expression testiculaire). L'origine des rsRNA est plus variée :
15% d’origine testiculaire, 15% et 20% issus de la téte et du corps de I'épididyme et 45% des
rsRNA d’origine prostatique. La majorité (50%) des tsRNA sont acquis au niveau du corps de

I’épididyme.

De méme en race Montbéliarde, 80% des biomarqueurs sont acquis au niveau de la queue de
I’épididyme (30% des miRNA et tsRNA, 20% des piRNA et 13% des rsRNA) ou au niveau
prostatique (71% des miRNA, 65% des piRNA et rsRNA, 20% des tsRNA). Les tsRNA sont acquis

principalement (35%) au niveau du corps de I'épididyme.

La recherche des cibles potentielles dans I'ovocyte des miRNA différentiellement exprimés
selon le groupe de fertilité a été effectuée. Le génome embryonnaire étant en grande partie
silencieux jusqu’au stade 8 cellules chez le bovin?**, I'impact des miRNA apportés par le
spermatozoide sur le pool ovocytaire d’ARN messagers pourrait étre important. L’ovocyte

bovin comptabilise plus de 10 000 d’ARNm différents?*>. Parmi les 1000 ARNm les plus
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exprimés dans |'ovocyte, 441 sont ciblés par les 6 miRNA connus identifiés par DeSeq2, tels
gue ceux des geénes (STAT3, SMARCA5, BMPR1A, BAZ2A, SMAD1). Afin d’explorer plus avant
I'adéquation entre ARN messagers ciblés par ces quelques miRNA du spermatozoide et leur
présence dans I'embryon, I'analyse des genes exprimés dans I'ICM bovin a été effectuée. Ces
cellules qui donneront I'épiblaste puis 3 lignées embryonnaires différentes (mésoderme,
ectoderme et endoderme), doivent conserver leur pluripotence afin de dériver vers d’autres
lignées cellulaires spécifiques de nos organismes. L'ICM exprime plus de 11 000 génes chez le
bovin et parmi eux, 159 y sont différentiellement surexprimés par rapport aux cellules du
trophectoderme??®, Les miRNA spermatiques différentiellement exprimés selon la fertilité
ciblent 45 de ces 159 ARN messagers. Sans surprise, la voie biologique la plus enrichie par ces
45 geénes est le développement de 'embryon. 20% de ces génes, soit 9 sur 45, sont impliqués

dans cette voie (FN1, HNF4A, KDM2B, LFNG, NANOG, OTX2, PRDM1, SMADG6 et TANC2).

3.4) Prédiction de fertilité en race Montbéliarde

Parmi les 552 sncRNA identifiés par DeSeq2 chez les taureaux Montbéliards, I'algorithme
VSURF a considéré 183 sncRNA comme les plus informatives. Ce jeu de sncRNA est en tout
point semblable au panel complet: pourcentage similaire de sncRNA avec expression
différentielle significative, méme proportion relative de classes de sncRNA et de sncRNA

annotés comme surexprimés dans le spermatozoide éjaculé.

Le méta-classifieur basé sur la combinaison de deux approches de Foréts aléatoire et SVM a
été évalué sur le dispositif de « test » comportant 13 maéles subfertiles et de 17 supfertiles. Le
prédicteur a identifié 11 taureaux subfertiles sur les 13 et 16 supfertiles sur les 17. La précision
du modele atteint 90%, la sensibilité 85% et la spécificité 94%. Les tables de confusions pour

les dispositifs d’apprentissage et de test sont présentées dans la figure 43.
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Figure 43 : Matrices de confusions du méta-classifieur.

Les deux approches SVM et Random Forest ont été combinées au sein d’un « meta-classifieur » afin d’améliorer
la force de prédiction de fertilité. La matrice de confusion du dispositif d’apprentissage permet de se rendre
compte de 'adéquation du modéle au jeu de données (70% de la population des taureaux Montbéliard). La
matrice de confusion du dispositif Test, permet d’apprécier I'efficacité de prédiction du modele (30% de la
population des taureaux Montbéliard). La précision du modéle atteint 90%, sa sensibilité 85% et sa spécificité
94%.

3.5) Relation entre sncRNA et la qualité de la semence

La corrélation entre niveau d’expression de chague sncRNA et valeur de chaque parametre
phénotypique a été calculée, produisant 220 corrélations significatives (r = |0.7]),
exclusivement en race Holstein, dont 157 positives et 63 négatives. A I'exception d’une
corrélation entre la viabilité et un rsRNA, toutes ces corrélations concernent un parameétre en
lien avec le niveau de production énergétique de la cellule (MYH, moyenne d’intensité de

fluorescence des spermatozoides ayant des mitochondries actives).

Les miRNA et piRNA sont majoritairement représentés parmi les séquences statistiqguement

corrélées a ce phénotype (31% et 29% respectivement, les autres sncRNA avoisinant les 15%
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chacun). Plus de 80% des isomiR corrélés au MYH sont acquis post-éjaculation. Prés de la
moitié des piRNA statistiquement liés a MYH ont une expression spécifiquement testiculaire
(44%). Un tiers est acquis post-éjaculation et environ 25% présentent une expression
épididymaire. La moitié des rsRNA (49%) est également acquis post-éjaculation. Une part
importante d’entre eux (35%) sont acquis au cours du transit épididymaire. Les rsRNA sont
principalement représentés par des fragments de 16S et 18S (figure 44). En revanche, les
tsRNA présentent plutot un profil d’acquisition en cours de transit (46% des sncRNA) et sont
principalement représentés par les 5’-tRH et i-tRH. Il est intéressant de noter que les tRF
représentants I'autre moitié du tRNA fragmenté (3’-tRF) sont quasiment absents des sncRNA

liés a MYH. Enfin 4 iso accepteurs sont représentés de maniere équivalente parmi ces sncRNA.

Caractéristiques des tsRNA et rsRNA corrélés avec MYH
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Figure 44 : Caractéristiques des tsRNA et rsRNA corrélés avec MYH.

Parmi les tsRNA corrélés a MYH, les sncRNA les plus nombreux sont les 5’-tRH et i-tRF. Quatre iso-accepteurs sont
représentés de maniére équivalente (Cys, Met, Ser et Val). Concernant les rsRNA, les sncRNA les plus fréquents
sont ceux dérivant du 16S et 18S.

De par les cibles de cing miRNA principalement présents (miR-93, miR-100, miR-135, miR-191
et miR-425), le processus biologique KEGG « mTOR » est statistiquement enrichi chez le bovin
et chez I’humain. Les génes ciblés de cette voie biologique sont PDPK1, PIK3R2, MAPK1, STK11,
ULK1, AKT1, MTOR, BRAF, RPS6KA3 et EIF4EBP1 (figure 45).
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Figure 45 : Voie de signalisation du processus biologique mTOR.
Les génes identifiés en rouge sont ciblés par les miRNA les plus représentés parmi les séquences statistiquement
corrélées a la production énergétique des mitochondries (MYH).

1) Discussion

4.1) La construction du dispositif expérimental

Le dispositif de taureaux a été construit afin d’éviter les principales sources de bais ou

d’erreurs identifiées a priori. U'indicateur de fertilité TNR56 corrigé est issu de I'évaluation

femelle et prend en compte toutes les inséminations réalisées ainsi que les effets année,

inséminateur et niveau génétique de la femelle. La plage d’années de naissance des taureaux

a été limitée a la période 2011 et 2015, afin d’éviter de trop grandes variations de niveaux

génétiques entre les taureaux en raison du progrés génétique annuel induit par la sélection,

ainsi que d’éventuelles modifications de profils épigénétiques liées a des modifications

environnementales. L’age de production des éjaculats utilisés a également été contraint entre

17 et 19 mois, afin de limiter 'impact d’éventuels changements de profils épigénétiques avec
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I’age. Sur ce dernier point, nous avons obtenu en 2019 des résultats indiquant qu’il n’y avait
pas de variation significative sur une période allant de 13 a 19 mois d’age (données non encore
publiées). Résultats confortés également par des travaux récents portant sur les profils en

miRNA spermatiques de 4 taureaux Holstein prélevés a 10, 12 et 16 mois?¥’.

Le choix d’établir les groupes sur la base du TNR56 avait pour objectif de cibler les effets en
lien avec le pouvoir fécondant et le développement de I’'embryon, sachant que le TNR28 est
entaché d’erreurs et manque de précision. Le TNR56 est également pertinent, car il est mesuré
aprés la fin de I'organogenése chez le bovin (42 jours post-fécondation). Toutefois, dans
I’hypotheése ol les sncRNA spermatiques peuvent impacter le développement post-
implantatoire de I'embryon et du foetus, il pourrait étre intéressant d’analyser également des

groupes constitués sur la base des TNR90 et TNR282 (mise bas).

4.2) Les sncRNA biomarqueurs de qualité de semence

Quelques centaines de sncRNA d’intérét (p-value ajustée < 0.1) ont été mis en évidence, dont
196 significativement différentiellement exprimées entre les groupes de fertilité (p-value
ajustée < 0.05). Ces potentiels biomarqueurs semblent spécifiques de la race, ce qui peut
témoigner d’une différence génétique (mutation dans la race impactant directement ou
indirectement le niveau d’expression de ces sncRNA) ou d’un effet épigénétique lié a
I’environnement (les taureaux sont hébergés dans des centres et des régions différentes). De
facon surprenante, alors que I'écart de performance de fertilité entre les taureaux supfertiles
et subfertiles est similaire pour les deux races, I'analyse différentielle identifie prés de 7 fois
plus de biomarqueurs en race Montbéliarde. La baisse de puissance statistique liée aux
effectifs plus faibles et déséquilibrés en race Holstein contribue peut-étre a ce résultat.
Toutefois, des différences biologiques peuvent également étre a lorigine de cette
observation. En effet, |la race Holstein présente un niveau de fertilité globalement plus faible
gue la race Montbéliarde (prés de 15 points de TNR d’écart) en lien avec un niveau génétique
plus faible des animaux. Il est ainsi possible que les groupes de fertilité traduisent
principalement une différence génétique en race Holstein, alors que la part d’épigénétique

pourrait étre plus importante en race Montbéliarde. Une telle hypothése pourrait aussi

213



expliquer le peu de recouvrement des jeux de biomarqueurs entre les deux races. De méme,
les différences observées en matiere de classes (prépondérance des trsRNA en Montbéliarde
versus proportion équilibrée de rsRNA, miRNA et piRNA en Holstein), de type de tsRNA (Gly et
Met 5-tRH et i-tRF en Montbéliarde versus Ser i-tRF en Holstein), de rsRNA (28S en
Montbéliarde versus 18S en Holstein) et d’origine (15% versus 41% acquis au niveau de la
queue de |'épididyme et 65% versus 33% acquis au niveau prostatique en race Montbéliarde

versus Holstein) suggerent également des mécanismes différents.

De multiples travaux ont mis en évidence I'intérét des sncRNA, principalement les miRNA,
comme biomarqueur pour I'évaluation de la qualité du sperme chez ’homme, le porc ou le
bovin?37:248-251 Nos résultats concernant les miRNA en lien avec la fertilité et le niveau de
production énergétique sont globalement cohérents avec les données publiées. En effet, la
plupart ont été identifiés comme différentiellement exprimés chez des patients infertiles,
présentant ou non des altérations des spermatozoides. Par exemple, une surexpression de
miR-192 et de miR-146a, les 2 miRNA sous-exprimés chez les taureaux Holstein supfertiles, a
été observée chez des patients atteints d’azoospermie sécrétoire (NOA) et
asthenozoospermiques?>? respectivement. De méme, miR-30d différentiellement exprimé
chez les taureaux supfertiles Montbéliards est sur-exprimé chez des patients
normozoospermique infertiles?>? et asthenozoospermiques®°. La surexpression de miR-2284
observée chez les taureaux Montbéliard supfertiles a également été observée chez des

taureaux allaitants nord américains?*

et une surexpression de miR-2483 a été associée a la
fertilité (TNR56) de la semence sexée®>> alors que I'expression de bta-miR-6526 a été associé
a la motilité des spermatozoides?3’. Concernant les 18 miRNA connus corrélés avec le niveau
de production énergétique, 17 ont été associés a des altérations de parameétres spermatiques
ou de fertilité: miR-30d, miR-93, miR-132-5p sont surexprimés chez des patients
normozoospermique infertiles®>3; miR-30a-5p, miR-30d, miR-30e-5p sont surexprimés chez
des patients asthenozoospermiques?®; let-7b, miR-30d, miR-30e-5p, miR-375 sont
surexprimés alors que miR-34c¢c-5p et miR-425 sont sous-exprimés chez des patients
oligoasthenozoospermiques?®?; let-7b et miR-375 sont surexprimés chez des patients
oligozoospermiques alors que miR-34b et miR-122 sont sous-exprimés?>® ; miR-135a est sous-

exprimé chez des patients infertiles?®’; miR-34c est surexprimé chez les taureaux
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21 et |ié 3 la fertilité de la semence sexée?>®; bta-miR-93 et bta-miR-106b ont été

subfertiles
associés a une bonne motilité des spermatozoides, alors que bta-miR-100 et bta-miR-2285n
sont exprimés dans les spermatozoides peu motiles?®’ ; miR-132-3p, miR-191-5p et miR-191-
3p sont surexprimés alors que miR-101-3p est sous-exprimé dans des semences produisant

un faible taux d’embryon de bonne qualité par FIV2482%8,

Concernant les autres classes de sncRNA, une étude récente a mis en évidence des tsRNA et
des rsRNA spermatiques exprimés différentiellement entre deux groupes de semence
produisant un fort ou un faible taux d’embryon FIV de bonne qualité?*8, En particulier, 10
tsRNA ont été identifiés correspondant a des isoaccepteurs Gly, Thr et Glu (sous-exprimés) et
Pro, Asn et Arg (surexprimés), principalement des tRF5 (40%), des 5'-tRH (30%) et des 3'-tRH
(20%). Les tsRNA associés a la fertilité des taureaux Holstein ne présentent pas des
caractéristiques similaires puisque composés principalement d’i-tRF et d’isoaccepteurs Ser et
Asp. Les tsRNA corrélés au niveau de production énergétique ne présentent pas non plus des
caractéristiques similaires, hormis une proportion élevée de 5'-tRH. Les caractéristiques des
tsRNA en race Montbéliarde sont plus proches, puisque comportant une grande proportion
de 5’-tRH et d’isoaccepteurs Gly. Les différences observées peuvent résulter de différences
d’espéces, mais aussi des différences de phénotype, la fertilité ne se résumant pas a la seule

qualité des embryons...

De méme 7 rsRNA différentiellement exprimés ont été identifiés, dérivant d’ARNr 28S (85%)
ou ARNr 18S (15%), ce qui est cohérent avec nos résultats en race Holstein, mais pas en race
Montbéliarde ou les fragments d’ARNr 18S sont majoritaires (45%). Les rsRNA corrélés au
niveau de production énergétique ne présentent pas les mémes caractéristiques, avec une

majorité de fragments d’ARNr 16S et 18S.

Les biomarqueurs de fertilité identifiés peuvent témoigner d’une altération de la
spermatogeneése, d'un défaut de maturation affectant la fonctionnalité de la semence et sa
fécondance ou le développement ultérieur de I'embryon. Or, I'essentiel des biomarqueurs
identifiés est acquis par le spermatozoide dans la queue de I'épididyme ou ultérieurement.
Seuls 12% des biomarqueurs identifiés sont d’origine testiculaire, représentant 13 piRNA, 3
tsRNA et 46 rsRNA dont les fonctions au cours de la spermatogenése ne sont pas connues.
Cela suggere que, contrairement aux situations pathologiques d’infertilité décrites chez

'Homme, la subfertilité des taureaux du dispositif ne résulterait que peu de défaut de
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spermatogenése, ce qui est également cohérent avec la sélection opérée par les centres,
I’'absence d’altération des parameétres spermatiques et la quasi-absence de corrélation entre
sncRNA et parameétres spermatiques dans notre cohorte. Les seules corrélations observées
I’'ont été avec le niveau de production énergétique MYH, 75% des biomarqueurs corrélés étant
acquis a partir de la queue de I'épididyme. Parmi les 25 miRNA corrélés, 10 sont associés avec
le fonctionnement de la mitochondrie : pre-let-7b, miR-34, miR-93, miR-106, miR-132%>°. De
méme, une expression différentielle (Fold Change < -3) de miR-30a, miR-30d, miR-30e, miR-
101, miR-191 a été observée dans les mitochondries cardiaques de patients atteints de
diabéte de type 1170, De plus, une analyse des pathways KEGG & partir des cibles de ces miRNA
met en lumiére la voie de signalisation mTOR, dont I'implication dans la régulation du
fonctionnement de la mitochondrie a été montré?6?, en lien avec la glycolyse, la synthése des
lipides et le processus d’autophagie. En particulier, le complexe mTORC1 est inhibé dans les
spermatozoides motiles de donneurs agés, ce qui conduirait a I'activation de la cascade
conduisant a I"autophagie?®?. La destruction des protéines ou des organelles endommagées
telles que les mitochondries protégerait la cellule de dommages plus importants induits par
ces défauts (accumulation de protéines oxydées, source de génération de ROS, conduisant a
la dégradation de structures cellulaires). D’autres travaux publiés sur I'expression de mTOR
dans la semence de patients infertiles corroborent ces éléments?%3, Ainsi, les miRNA acquis
au cours de la maturation des spermatozoides pourraient contribuer a réguler I'activité
énergétique du spermatozoide. Il est intéressant de constater que parmi les miRNA associés
a la fertilité, miR-146a est également connu pour jouer un rOle dans le métabolisme
énergétique en favorisant le métabolisme oxydatif des lipides, en augmentant le nombre de
mitochondries et en favorisant la respiration mitochondriale dans les hépatocytes?6426>, ||
intervient également dans la modulation de I'apoptose et la régulation de I"autophagie?®®. La
production énergétique du spermatozoide est généralement associée au fonctionnement du
flagelle et a la motilité. Ainsi, 'augmentation de I'expression de mTOR est inversement
corrélée au pourcentage de spermatozoides progressifs. De méme, I'activation de
I'autophagie entraine une augmentation de la motilité des spermatozoides?®’. Or, nous ne
mettons pas en évidence de corrélation avec la motilité. Dans ce cadre, le lien avec la fertilité
pourrait plutdt résulter de I'effet anti-apoptotique de miR-146a et, via son action sur
I'autophagie, d’un mécanisme pro-survie permettant une meilleure conservation de la

semence en attente d’éjaculation, a I'instar de ce qui a été observé en cours de stockage des
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spermatozoides chez I'étalon?®®. Une autre hypothése serait que la régulation mise en place
n’aurait pas pour objectif d’assurer la fonctionnalité immédiate du spermatozoide, mais de le
préparer aux étapes ultérieures, par exemple la capacitation et I’hyperactivation ayant lieu dans

les voies femelles.

L’expression de miR-146a dans le spermatozoide est le reflet de sa concentration dans le fluide
épididymaire et le plasma séminal. Son action sur la fertilité pourrait ne pas étre en lien avec
la physiologie spermatique, mais résulter d’une action positive sur l'implantation de
I'embryon. En effet, I'implication de miR-146a a été proposée dans la modulation des
macrophages et de |'activité des cellules dendritiques du tractus génital féminin. Cela pourrait
contribuer a induire une immunotolérance et permettre I'implantation de I'embryon, comme
suggéré par les dérégulations de ce miARN observées dans les fausses couches et la pré-

éclampsie?®?,

Les biomarqueurs de fertilité peuvent aussi impacter le développement de I'embryon. Par
exemple, un réle de tRF-Gly-GCC a été montré dans la répression du rétrotransposon MERVL
au stade zygote, impactant le développement ultérieur de 'embryon?3. De méme, les miRNA
maternels étant des régulateurs essentiels de la transition zygotique et des premiéeres phases
du développement embryonnaire?’%?71 I'apport de miRNA spermatiques peut interférer avec
leur action. Parmi les biomarqueurs identifiés, miR-6526 est présent dans I'ovocyte bovin et
son niveau d’expression triple dans I'embryon 8 cellules?’2. De méme miR-30c et miR-146a
sont exprimés dans I'embryon 2 cellules et leur expression augmente dans I'embryon 4
cellules?’3. Par ailleurs, miR-192, miR-146a et miR-30d sont produits par 'embryon bovin 8

274 et une surexpression de miR-2284 a été

cellules et excrétés dans le milieu de culture
détectée dans le milieu de culture des embryons de meilleure qualité?’>. Une modification de
L'expression de miR-30d a été observée dans des embryons de Zebra Fish, dont le
développement s’est arrété 276, Le bta-miR-146 semble avoir une place particuliére. Une partie
des geénes ciblés par ce miRNA (STAT3, SMARCA5, BMPR1A, BAZ2A, SMAD1, NANOG,
PRDM1...) sont retrouvés dans des processus biologiques liés au développement de
I'organisme (morphogenése cellulaire ou tissulaire, différenciation épithéliale et
développement des cellules mésenchymateuses). Cette derniére voie biologique prend place

lors de la gastrulation. Cette étape du développement embryonnaire (18 jours post-

fécondation chez le bovin) voit la formation des trois feuillets cellulaires (ectoderme,
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endoderme et mésoderme), dérivant de I'épiblaste et initialement des cellules de la masse
interne (ICM ; inner cell mass)?’’. Ces trois différentes lignées donneront, en se différenciant,
toutes les structures de I'organisme (peau, organes...). Au vu des processus biologiques ciblés
par ce miRNA, une perturbation de la régulation de ces génes pourrait engendrer des
problémes de structuration et/ou de fonctionnement des organes. Cette hypothése est
vérifiée par le role du gene BMPR1A dans la formation du cceur. Ciblé par le miR-146 et faisant
partie de la voie de développement des cellules mésenchymateuses, sa délétion chez la souris
entraine un arrét du développement embryonnaire entre les stades E11.5 et E12. Son absence
empéche la transition des cellules du mésenchyme vers des cellules endothéliales de
I’'endocarde?’®. L’organogenése prenant fin au 42¢ jour de la gestation chez les bovins, le
TNR56 choisi pour la création des groupes de fertilité pourrait donc étre en mesure de capter

une partie de ces arréts de gestation (contrairement au TNR28).

4.3) La prédiction de la fertilité male par I'expression des sncRNA spermatique ?

Les approches de « machine learning » permettent de combiner efficacement différents
phénotypes au sein d’un régresseur. En revanche, leur puissance de calcul méne parfois a des
problemes de surapprentissage du modele : le régresseur prédit trés bien le dispositif

d’apprentissage, mais aucunement celui de test.

DG au déséquilibre de population trop important entre les taureaux Holstein subfertiles et
supfertiles, ils n’ont pas été intégrés dans cette approche. Le cumule de nouveaux taureaux
dans le dispositif permettra de pallier ce manque. C’est pourquoi seuls les taureaux

Montbéliards ont été utilisés.

Le nombre de variables a été réduit en sélectionnant uniquement les plus informatives parmi
celles détectées par DeSeq2 comme différentiellement exprimées selon la fertilité. Cette
réduction de variables bien que nécessaire, limite la découverte de nouveaux biomarqueurs
potentiels. Il serait intéressant de refaire ces analyses avec un autre jeu de petits ARN non
codants, choisis cette fois-ci parmi les plus exprimés, les plus variables ou par famille d’ARN.
La combinaison des séquences retenues par VSURF pourrait constituer une table plus

informative.
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La combinaison des 183 petits ANR non codants sélectionnés permet de prédire le groupe de
fertilité des 30 taureaux Montbéliard du dispositif de test de maniere satisfaisante. En effet,
le méta-classifieur atteint un score de précision de 89% lorsqu’il prédit un taureau comme
« supfertile » (16 bonnes prédictions sur 18) et il permet d’identifier 94% des taureaux
réellement supfertiles du dispositif (16 sur 17). Concernant la prédiction des taureaux
subfertiles, la précision atteinte par le modele est de 92% (11 bonnes prédictions sur 12) et
85% de I'ensemble des taureaux subfertiles du dispositif sont identifiés (11 sur 13). Ces
résultats trés prometteurs doivent étre confirmés sur un dispositif plus conséquent. La
guestion de l'identification des taureaux a fertilité « normal» devra également étre
investiguée. Le prédicteur obtenu sur un dispositif de taureaux extrémes en fertilité pourrait
éventuellement ne pas convenir face a un dispositif représentatif de la population annuelle

des taureaux.
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Discussion globale et perspectives
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1) Les sncRNA sont-ils de bons biomarqueurs de la fertilité male ?

L'utilisation de taureaux ou d’éjaculats subfertiles diminue I'efficience globale des schémas de
sélection et engendre des pertes économiques pour la filiere. Depuis plusieurs décennies, la
recherche d’un prédicteur de la fertilité male occupe différentes équipes de recherches
académiques ou privées a travers le monde. Basés initialement sur le dogme de la qualité
« morpho-fonctionnelle » de la semence, ces travaux n’ont pas permis d’expliquer
suffisamment les variations de fertilité observées. Le LabCom SeQuaMol, fondé par
INRAE/BREED/MECP? et Allice, a ainsi ambition d’explorer d’autres approches et paramétres,
en particulier I'épigénome du spermatozoide. Le programme de recherche novateur et
ambitieux élaboré en son sein vise a étudier les différentes marques épigénétiques du gameéte
male : la méthylation de I’ADN, les modifications post-traductionnelles des histones et

protamines et le profil de petits ARN non codants (sncRNA).

Les travaux développés dans cette these se focalisent sur les sncRNA du spermatozoide
éjaculé, qui sont délivrés a I'ovocyte au moment de la fécondation. Longtemps considérés
comme des reliquats de la spermatogenése, ou ils jouent un réle essentiel, ces éléments de
régulation de I'expression génique peuvent participer a la construction du phénotype de
I’embryon, du foetus et in fine de la descendance. Des variations d’expression ou de diversité
en sncRNA spermatiques peuvent donc potentiellement avoir un retentissement sur une

variété de caracteres d’intérét, dont la fertilité, la santé, la production...

La question se pose donc de savoir en quelle mesure les sncRNA spermatiques peuvent étre
de bons biomarqueurs de la fertilité male, qu’ils soient un vestige du passé témoignant de la
qualité du processus de spermatogenese, ou des effecteurs contribuant un bon
développement de la descendance. Une stratégie en entonnoir, comportant 3 actions a été

établie afin de répondre a cette question.

La premiere étape du projet fut d’établir le catalogue le plus exhaustif possible des sncRNA du
spermatozoide bovin mature éjaculé. Les résultats obtenus ont mis en lumiére les classes de
sncRNA contenues dans le spermatozoide (principalement miRNA, piRNA, tsRNA et rsRNA),
les spécificités d’expression et I'importance du mécanisme d’édition contribuant a générer

une grande diversité de séquences d’isomiR, d’isopiR et autres « isoARN ». Ces résultats,
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prérequis pour une recherche de biomarqueurs, ont également mis en évidence des
spécificités, comme la prépondérance des rsRNA 18S/28S et des fragments 5’-tRHs issus
d’isoaccepteurs Gly/Glu. Aux antipodes d’une vision de « dégradome », qui a conduit de
nombreuses équipes a éliminer ses séquences de leurs analyses, nos résultats suggérent un
role fonctionnel pour ces fragments, peut-étre par une activité « miRNA-like » via leur
interaction avec AGO22”°. Nous avons également mis en évidence des biais d’édition qui
mériteraient d’étre explorés plus avant afin d’élucider les mécanismes sous-jacents, comme
le biais d’édition des piRNA en faveur d’ajouts/délétions de nucléotide en 3’. De méme, la
fréquence élevée d’édition des miRNA au niveau du 1°" nucléotide de la région « seed »
interroge a la fois sur la définition actuelle de cette région, censée étre conservée, et sur les
approches bioinformatiques considérant comme isomiR des séquences ciblant

potentiellement un répertoire de génes différents.

La seconde étape a permis d’identifier 'origine des sncRNA portés par le spermatozoide
éjaculé. L'objectif était de savoir si les sncRNA du spermatozoide éjaculé représentaient des
vestiges de la spermatogenese ou étaient acquis aprés leur maturation testiculaire et
potentiellement impliqués dans I'acquisition de la fonctionnalité des spermatozoides au cours
de la maturation ou dans le développement embryonnaire. Le dispositif expérimental a permis
de répondre a la question: L'analyse de la diversité et des profils d’expression spatio-
temporels des sncRNA du spermatozoide testiculaire, épididymaire (Téte, Corps et Queue) et
éjaculé a révélé des tendances générales spécifiques de chaque classe, mais également des
profils spécifiques de certains sncRNA, allant parfois a I’encontre de la tendance générale,
comme certains piRNA dont I'expression post-épididymaire augmente, alors que la tendance
générale est a I'extinction de I'expression dés I'entrée du spermatozoide dans la téte de
I’épididyme, avec une réduction de plus de 90% de leur expression, au profit des miRNA,
tsRNA et rsRNA. Le rble de ces sncRNA, acquis durant le transit épididymaire ou
ultérieurement, est encore mystérieux et la compréhension des mécanismes impliqués
nécessite encore une recherche intense. En effet, les spermatozoides étant considérés comme
silencieux au plan transcriptionnel et traductionnel, les possibilités de régulation de la
maturation post-testiculaire par les sncRNA semblent réduites. Et pourtant, le KO conditionnel

de DICER dans les cellules de I'épididyme induit une dérégulation de la maturation et impacte
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la fertilité, sans que I'on puisse actuellement distinguer les effets liés a la perturbation du
fonctionnement de I'épididyme lui-méme et de ses sécrétions protéiques de ceux liés a la
perturbation du contenu en sncRNA des épididymosomes et du spermatozoide. Une action
pourrait toutefois s’envisager sur le pool de transcrits hérités de la spermatogenese, a
supposer qu’il existe une activité traductionnelle dans le spermatozoide post-testiculaire,
similaire par exemple a celle existant au cours de la phase de capacitation et qui s’appuie sur
la machinerie de traduction mitochondriale?°. Dans ce contexte, il est intéressant de noter
gue nos travaux montrent un enrichissement de voies liées a la régulation de la fonction
mitochondriale et du métabolisme énergétique, associées aux cibles des sncRNA dont

I’expression culmine dans le spermatozoide épididymaire.

Un role dans la maturation semblant marginal, voire peu probable, il est tentant de spéculer
sur un role dans la transition zygotique ou le développement embryonnaire. Dans cet ordre
d’idée, les travaux de Conine et al., publiés en 2018227, démontrent clairement la nécessité du
legs spermatique non codant pour le développement embryonnaire murin normal. En effet,
sans I'apport de sncRNA acquis en fin de transit épididymaire, le développement de I’'embryon
s’arréte entre le stade blastocyste et I'implantation, montrant des effets induits a moyen/long
terme. Des travaux ultérieurs seront nécessaires pour tester cette hypothese et identifier les
classes de sncRNA responsables de cet effet. Quoi qu’il en soit, toutes les séquences
identifiées acquises en fin de transit épididymaire par le spermatozoide représentent des
biomarqueurs candidats prometteurs, potentiellement en lien avec la fécondance et le

développement embryonnaire.

Les derniers travaux de la thése se sont appuyés sur un dispositif conséquent de taureaux de
fertilité contrastée. L’analyse de leur profil en sncRNA a révélé des corrélations entre
I’expression de plusieurs séquences et le métabolisme énergétique de la mitochondrie, en
particulier le processus d’autophagie. La machinerie de I'autophagie est présente dans les
spermatozoides et est essentielle non seulement au cours de la spermiogenese, mais
également au cours de la maturation, ou une forme particuliere d'autophagie appelée
mitophagie régulerait la motilité et la viabilité des spermatozoides, en coopération avec les
mécanismes d'apoptose?®!. Ces résultats font ainsi potentiellement écho aux observations et

hypothéses exposées précédemment. D’autres hypothéses peuvent étre avancées
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concernant ce lien, car le pouvoir fécondant du sperme est directement lié a I'activité
mitochondriale. En effet, I'incubation du sperme de patients infertiles avec de I’ATP améliore
le taux de fécondation in vitro?®?, vraisemblablement en lien avec une meilleure capacitation
et une activité flagellaire accrue. Toutefois, nous n’avons pas mis en évidence de corrélation
avec les parameétres de mobilité. Sachant que les spermatozoides stockés dans les trompes de
Fallope connaissent une phase de capacitation et d’hyperactivation a I'approche de
I'ovulation, ce qui leur permet de se diriger vers I'ampoule tubaire, il est tentant de faire
I’hypothése que les modifications de métabolisme induites par les sncRNA ne se traduisent
pas compléetement au moment de I'éjaculation, mais permettent de potentialiser I'effet de
signaux ultérieurs émis par la femelle, par exemple au moment de I'ovulation. Mais au-dela
de ces relations, plusieurs centaines de sncRNA sont différentiellement exprimés selon le
groupe de fertilité (dont la moitié avaient déja été identifiés comme candidats prometteurs
par les travaux sur l'origine des ARN), mettant en lumiére I'impact des scnRNA sur la qualité
de la semence et leur intérét comme biomarqueurs de contréle qualité. Dans cet ordre d’idée,
il est a noter que la dilution et la cryoconservation de la semence alterent le contenu en
sncRNA (et ARNm) du spermatozoide de taureau?33. A la lueur de nos résultats, des travaux
de recherche semblent nécessaires pour évaluer en quelle mesure et par quels mécanismes
cette altération pourrait expliquer la réduction de fertilité observée en IA par rapport a la
monte naturelle. Par ailleurs, le profil en sncRNA pourrait constituer un marqueur
supplémentaire a prendre en compte pour améliorer les technologies de cryoconservation de

la semence.

L’association de ces biomarqueurs par un algorithme « d’ensemble learning » a permis de
mettre en lumiére un prédicteur efficace de la fertilité des taureaux Montbéliards. Bien que
le dispositif de taureaux utilisé soit conséquent, il sera nécessaire de confirmer ces résultats
de prédiction sur un nombre de males plus important, présentant des caractéristiques de
fertilité moins contrastées. Il pourrait également étre intéressant d’étudier le lien entre
anomalies spermatiques et contenu en sncRNA. Cette preuve de concept doit également étre

apportée pour les autres races du projet.

Qu'ils soient des vestiges du passé ou une promesse pour l'avenir, les sncRNA du
spermatozoide bovin représentent des biomarqueurs intéressants pour la prédiction de la

fertilité male. En revanche, la caractérisation des taureaux par les professionnels nécessitera
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le développement d’un outil « terrain » rapide, simple et peu co(iteux si nous souhaitons
valoriser largement ces résultats. Au-dela de la prédiction de fertilité, les connaissances et les
technologies acquises au cours de cette thése ouvrent de nouveaux champs d’investigations
guant a I'analyse de lI'impact environnemental sur I'épigénome du gamete male, sur la
régulation de l'expression génique de I'embryon et finalement sur la construction du

phénotype de la génération suivante.

2) Perspectives

2.1) Impact sur le développement embryonnaire

Comme discuté précédemment, I'hypothése du réle des sncRNA spermatiques dans le
développement embryonnaire constitue une question scientifique particulierement intrigante
et passionnante. Une des perspectives de ce travail de theése est donc naturellement de se
pencher sur l'impact que pourraient avoir certains sncRNA acquis en fin de transit
épididymaire, dont les biomarqueurs en lien avec la fertilité. Pour cela, nous envisageons
d’utiliser comme modeéle I'embryon bovin produit par fécondation in vitro et de modifier
expérimentalement le contenu en sncRNA au moment de la fécondation. Une telle étude
nécessite une réflexion approfondie concernant divers points méthodologiques, notamment
la technologie de transfert des séquences. La micro-injection dans le zygote est une technique
maitrisée au sein d’ALLICE qui peut répondre a cet objectif. Toutefois, nous souhaitons
développer une alternative plus efficiente, afin d’éviter tous les effets négatifs de cette
technologie sur le développement de 'embryon (technologie invasive, provoquant des arréts
de développement, nécessitant un savoir-faire particulier et modifiant I’expression de certains
génes?®). D’autres approches peuvent étre envisagées, telles que I'utilisation de vésicules a
doubles couches lipidiques renfermant les séquences a transférer, ou par « balnéation » de
ces séquences dans le milieu contenant le zygote. Cette derniere approche, trés simple
d’utilisation, a été utilisée pour analyser I'impact du miR-10b sur le développement
embryonnaire bovin?®>. Les miRNA synthétiques ont été ajoutés au milieu de culture 21h post-
fécondation. Bien que les mécanismes de pénétration des miRNA, passifs ou actifs, n’aient pas
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été déterminés, les auteurs démontrent un effet de la séquence sur le développement de
I’embryon. Peu invasive, cette technique permettrait une limitation des altérations du
développement embryonnaire. Elle permettrait aussi d’envisager de mettre en présence les
sncRNA synthétiques de maniére concomitante a celle des spermatozoides des I'étape de

fécondation in vitro, afin d’avoir une action le plus tot possible.

Le second point méthodologique a aborder concerne la famille de sncRNA a incorporer. Les
miRNA sont historiquement les plus étudiés, leur mécanisme d’action est connu et leurs cibles
peuvent étre prédites, ce qui en fait de bons candidats. Mais nos données ont également
illustré I'acquisition d’autres sncRNA, comme les tsRNA, rsRNA ou les piRNA, en fin de transit
épididymaire. De plus, la littérature récente illustre (i) que le complexe RISC est capable de
charger diverses séquences autres que des miRNA; (ii) une implication des tsRNA
spermatiques dans la régulation des premiers clivages (tRF- GIn-TTG) et la modulation du
phénotype de la descendance de péres stressés (tRF-Gly ou Glu) et iii) un impact des rsRNA
spermatiques dans la qualité des embryons obtenus par FIV. L’analyse de ces classes, dont
certains représentants sont associés a la fertilité dans notre étude semble de ce fait

totalement justifiée.

Par ailleurs, nos données (couplées aux travaux déja publiés) démontrent également qu'’il
existe une diversité importante de séquences issues d’édition des ARN (isomiR, isopiR...). Nous
avons aussi montré que dans le cas des isomiR, ces variations pouvaient en particulier modifier
la région « Seed » (par édition du 1°" nucléotide de la Seed ou décalage de la séquence du fait
d’une addition/délétion en 5’) et donc potentiellement changer le répertoire de cibles. Il serait
donc intéressant de vérifier si les isomiR ont un réle fonctionnel différent de la séquence

canonique du miR,

Par ailleurs, il nous semble important de prévoir le transfert non seulement des séquences
« mimics » des sncRNA, mais également les séquences antisens, de facon a pourvoir mesurer

a la fois I'impact d’une sur- et d’une sous-expression.

Dans ces conditions, il serait plus intéressant de tester non seulement les sncRNA
individuellement, mais aussi en « cocktail » d’iso-sncRNA représentant la diversité de
séquences du sncRNA canonique d’intérét. Différents bouquets pourraient étre testés
contenant des familles de sncRNA différentes.
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Enfin, un protocole de phénotypage spécifique de I'embryon doit étre élaboré. En effet,
guelques publications montrent un effet dans les étapes de développement précoce jusqu’au
stade blastocystes, mais les travaux le plus récents font état de perturbations phénotypiques
apparaissant de fagon plus tardive, impactant I'implantation. Les seules analyses de morpho-
cinétiques pourraient donc étre insuffisantes pour conclure. Le transfert d’embryon et le suivi
de gestation étant limitants, I’analyse du transcriptome des embryons pourrait permettre de
mettre en évidence des profils transcriptionnels différents, témoignant de I'impact du

sncRNA.

Tout au long des travaux menés dans le cadre de la thése, un premier candidat semble
émerger naturellement des résultats obtenus. Il s’agit du bta-miR-100. Ce miRNA fait partie
des séquences les plus exprimées dans le spermatozoide bovin. C'est également I'un de ceux
qui présentent le plus d’isomiR, dont I’expression est statistiquement enrichie en fin de transit
épididymaire. De plus cette séquence a déja été décrite dans la littérature comme étant
impliquée, via son impact sur ces genes cibles et notamment SMARCAS, dans la régulation de
la prolifération des cellules souches spermatogoniales et dans le développement normal de
I’'embryon murin?®, La protéine SMARCAS est un membre de la famille SWI/SNF. Elles ont la
capacité de modifier I'état de condensation de la chromatine pour rendre accessibles les
génes a la transcription. Un premier bouquet d’isomiR-100 pourrait étre testé en paralléle
d’un anti-miR-100 (et si possible général aux différents isomiR testés) et d’une séquence
« scramble ». Afin de ne pas garder ces taches uniquement en « perspective », un projet ANR

(PRCE axe 3.3), appelé PaterLeg, a été déposé pour aborder ces questions.

2.2) La prédiction de fertilité : Quel outil terrain ?

Au-dela de I'acquisition de connaissances académiques, I'objectif finalisé de ce travail est le
développement d’un outil terrain permettant la prédiction efficace de la fertilité male. Les
contraintes du cahier des charges de cet outil devront permettre de trouver un équilibre entre

pouvoir prédictif, facilité de mise en ceuvre et colt d’utilisation.
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Deux utilisations sont envisageables : soit pour le controle en routine des éjaculats (si
I'expression et/ou la diversité des sncRNA varient sur de courtes périodes dans la vie
productive de I’'animal), soit pour établir le statut des taureaux, par exemple au démarrage de
la fonction sexuelle (si pas ou peu de variation). Ces deux applications n’induisent pas les
mémes contraintes en termes de rapidité d’exécution et surtout de co(t, qui conditionnent le
nombre et la nature des marqueurs utilisés ainsi que les options technologiques possibles. En
effet, des mesures répétées sur différents éjaculats d’'un méme male supposent un outil peu
colteux, mis en ceuvre plutét au niveau des centres de production pour limiter les contraintes
logistiques et réduire les délais de réponse. A linverse, s'il suffit d’'une mesure pour
caractériser un taureau, le colt unitaire peut étre plus élevé et I'analyse peut étre confiée a

un prestataire, car le délai de réponse n’est pas un facteur limitant.

Ainsi, I'outil « éjaculat » devra nécessairement faire appel a une technologie facilement
maitrisable par les laborantins des centres et ne devra étre basé que sur a un set minimal de
marqueurs nécessaires et suffisants pour bien discriminer la qualité de la semence. L’ outil
« taureau » pourrait intégrer la mesure d’un panel de biomarqueurs plus complet et faire
appel a des technologies plus complexes. Une partie du dispositif animal analysé au cours de
cette thése a permis de répondre a cette question : Le profil spermatique de petits ARN non-
codants d’éjaculats de taureaux Holstein produits entre 13 et 19 mois d’age ne varie pas, sauf
probablement événements sanitaires ou climatiques, points qui restent a étudier. Il s’agit de
la majeure partie de la vie productive d’un taureau Holstein ou Montbéliard. Une seule analyse

pourrait donc suffire pour catégoriser le taureau.

Différentes technologies peuvent étre envisagées, allant de la puce a ARN au séquencage haut
débit, en passant par les technologies exploitant la RTgPCR. Bien que la puce a ARN soit une
technologie éprouvée?®’288 elle présente un inconvénient majeur pour notre application :
toutes les séquences utilisées doivent étre de méme taille, ce qui bloque les possibilités
d’exploration pour des sncRNA de familles différentes avec le méme outil. Les technologies
basées sur 'exploitation de la RTqPCR sont également bien éprouvées. Il est possible de
mettre en place un systeme de plaques (96 ou 386 puits) permettant une amplification
spécifigue des séquences choisies (couple d’amorces) et un suivi en temps réel de la
néosynthese. Il est aussi envisageable de multiplexer les amplifications au sein d’un méme

puits démultipliant ainsi le nombre de sncRNA pouvant étre évalués. Couplée a des robots de
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prélevements et a des automates de passage de plaques, un grand nombre d’animaux pourrait
8tre testé en continu. A titre d’information, la réalisation de ces analyses par une société de
service co(te pour 500 taureaux a raison de 96 séquences a analyser, 83€ HT par échantillon.
Le développement de la PCR digitale (ddPCR) devrait permettre de réduire ces colts tout en

simplifiant la préparation des échantillons.

Le séquencage haut débit n’est pas a premiere vue une technologie utilisable en routine, de
par son co(t (350€ par échantillon, de I'extraction d’ARN total au séquencage tel que réalisé
dans cette étude). Mais son usage pourrait s’avérer compétitif a terme, a la faveur de
nouvelles approches, encore en cours de développement pour des petites séquences telles
gue les miRNA ou autres petits ARN. Par exemple, la technologie de séquencage dirigé « UPX »
développé par Qiagen permet I'analyse de 100 a 2000 séquences cibles sur une seule ligne de

séquencage, augmentant le débit et réduisant le co(it a I’échantillon.

Les travaux conduits dans cette thése n’abordent que les sncRNA comme potentiels
biomarqueurs de la fertilité male. Mais le LabCom SeQuaMol analyse en paralléle les autres
marques épigénétiques portées par le spermatozoide comme la méthylation de I’ADN et les
modifications post-traductionnelles des histones et protamines. Les compositions en
protéines, lipides et glycanes du spermatozoide sont également analysées. En effet, comme
les variations de fertilité entre individus étant multifactorielles, nous anticipons que la prise
en compte d’un seul phénotype moléculaire ne permette pas d’atteindre une fiabilité de
prédiction suffisante sur de grandes cohortes de taureaux moins contrastés que ceux utilisés
pour la preuve de concept. C'est pourquoi le prédicteur de la fertilité devra tres probablement
combiner des types de biomarqueurs différents pour atteindre I'efficience recherchée. Des
travaux d’intégration de toutes ces différentes marques en un seul prédicteur sont en cours
au sein du LabCom (Thése CIFRE Allice). Mais cela ajoute un niveau de complexité
supplémentaire : Plus le nombre de biomarqueurs nécessaires a la prédiction augmente, plus
le prédicteur est complexe a produire et plus son colt augmente. Le LabCom SeQuaMol a
atteint ses objectifs « scientifiques », il faut maintenant pouvoir transformer ces informations

en outil utilisable par les professionnels.

Pour la réalisation technique des analyses, trois possibilités sont envisageables. La premiere

nécessite le recours a une société de service de type Qiagen. La seconde s’oriente plutét vers
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un transfert de savoir-faire vers une structure dont I'analyse d’échantillons biologiques est le
métier (Labogena (Jouy-en-Josas) ou le LNCR; Laboratoire National des Contréles des
Reproducteurs (Maisons-Alfort)). La troisieme consiste a assurer le service au sein du LabCom
SeQuaMol. Les trois solutions présentent des avantages et des inconvénients. Le nombre
d’échantillons annuel et les colts d’acquisition et de fonctionnement des technologies

nécessaires détermineront le choix de la plateforme d’analyse.

La prédiction portant sur le taureau, plus cette prédiction est précoce, plus I'information est
utile, évitant par exemple de recruter en centre de futurs reproducteurs subfertiles. Or, le
travail réalisé ne permet qu’une prédiction tardive sur la semence, nécessitant un animal
pubére. Une extension du travail au profil de sncRNA sanguins pourrait permettre de lever
cette limite. Pour explorer cette voie, un nouveau dispositif expérimental est en cours de
constitution, permettant le prélevement d’échantillons de sang sur une centaine de taurillons
a leur entrée en centre de production (entre 1 et 3 mois d’age), puis a 17 mois. Le sérum
contenant les sncRNA « libres » ou contenus dans des vésicules extracellulaires, ainsi que les
globules blancs sont conservés pour étudier I'épigénome des cellules blanches et rechercher
des biomarqueurs épigénétiques circulants, en lien avec I'épigénome spermatique et/ou la

fertilité des taureaux.

2.3) Exploitation des vésicules extracellulaires ?

Les vésicules extracellulaires, qu’elles viennent de I'épididyme ou de la prostate, sont
essentielles aux spermatozoides. Une extension du travail de thése pourrait étre envisagée,
afin de caractériser le contenu des épididymosomes et des prostasomes et ainsi obtenir une
vision plus fine de la dynamique d’acquisition des sncRNA dans le spermatozoide, voire
d’aborder la question d’une possible activité de transcription et/ou de traduction dans le

spermatozoide.

Mais ces vecteurs d’information « somatique vers somatique » ou « somatique vers
germinal » peuvent également étre des outils intéressants pour délivrer un contenu spécifique

aux cellules d’intérét. Deux champs d’applications pourraient s’envisager visant I'amélioration
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de la qualité de la semence congelée et I'amélioration des résultats de procréations assistées.
La semence bovine est quasiment exclusivement utilisée congelée pour des raisons de
logistique. Pour cela, la semence fraichement récoltée est diluée de 10 a 30 fois (100 millions
de spermatozoides/ml) dans un milieu de cryoconservation, ce qui a pour effet de diluer le

plasma séminal.

Par ailleurs, comme évoqué précédemment, la cryopréservation de la semence altére le
contenu en sncRNA du spermatozoide. Si les hypothéses émises quant au réle des sncRNA
dans la capacitation du spermatozoide, la modulation de I'immunité de la femelle, la
fécondation et le développement de I'embryon s’averent exactes, on peut imaginer qu’un
apport exogene de sncRNA dans les milieux de dilution pourrait permettre d’améliorer la
fertilité post-décongélation. Pour cela, une production industrielle de vésicules
extracellulaires contenant les sncRNA présents habituellement dans les épididymosomes et

prostasomes devrait étre envisagée.

L'utilisation liée a ces travaux permettrait d’améliorer la procréation assistée. Une grande
partie des infertilités masculines restent encore aujourd’hui idiopathiques. Certaines d’entre
elles pourraient étre liées a un défaut de diversité ou d’expression des sncRNA spermatiques.
La détermination du profil spermatique de ces séquences et leur comparaison a un profil de
donneur sain permettraient d’identifier certaines variations de contenu, engendrant
potentiellement des perturbations du développement embryonnaire. Une adaptation
spécifique des conditions de FIV ou d’ICSI par I'ajout de vésicules au contenu souhaité ou
éventuellement couplée a la « balnéation » pour l'incorporation de séquences dans |'ovocyte,

permettrait potentiellement de pallier ces défauts.

2.4) Le spermatozoide peut-il étre une sentinelle ?

Le contenu en sncRNA spermatiques est donc représentatif non seulement des évenements
de néosynthése/dégradation survenus pendant la spermatogenése, mais est également
remodelé rapidement au cours du transit épididymaire par les conditions environnementales,
en particulier le régime alimentaire?®. Différentes équipes ont en effet démontré qu’un stress

alimentaire (hypoprotéique ou hyperlipidique) induit des perturbations du profil en sncRNA
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spermatique chez le rongeur?3423>, Dans certains cas, la descendance de ces méles présente
des altérations métaboliques associées a des modifications de I'expression des sncRNA
hépatiques, suggérant un passage intergénérationnel de l'information. D’autres stress
environnementaux, tels que le stress thermique (vagues de chaleur couplées au taux
d’humidité?®°), chimique (perturbateur de type Bisphénol)?°2°2 ou électromagnétique (ondes
de basses fréquences?®®) impactent la production, la qualité et les profils en scnRNA
spermatiques. Chez 'Homme, différents facteurs extrinséques (style de vie) et intrinseques
(obésité pathologique) ont aussi été décrits comme ayant des effets sur les profils
d’expression des sncRNA dans le sperme?®#2%5, Chez 'Homme, I'analyse de I’épigénome
spermatique est parfois réalisée dans le cas d’infertilité, mais trés peu dans le cadre d’un suivi

post-traumatique (stress, pathologies autres que l'infertilité).

Ainsi analyser le profil de sncRNA spermatiques pourrait étre une démarche systématique de
suivi des effets de I'environnement sur les individus. Ce diagnostic permettrait d’établir les
risques liés a différentes expositions pour I'individu lui-méme et pour sa descendance. Il serait
ainsi possible d’établir des recommandations de remédiation (modifications du style de vie,
nutrition, limitation des expositions en intensité et/ou en durée) et déterminer le laps de
temps nécessaire a un retour «a la normale » afin de limiter les préjudices pour la
descendance. Mettre en place ce suivi chez le taureau permettrait donc au-dela de
I’estimation de la fertilité de prendre en considération les effets environnementaux et d’y
remédier par une conduite individuelle appropriée. Il est aussi envisageable d’utiliser ce suivi
comme un systéme d’alerte des diverses expositions environnementales et d’en tirer parti
pour la santé humaine : le suivi épigénétique en routine des taureaux ou des petits ruminants
pourrait contribuer a alimenter un observatoire visant a détecter des variations anormales
d’épigénome spermatique, qui pourraient témoigner d’'une exposition des perturbations
environnementales potentiellement néfastes aussi pour 'lHomme, faisant des ruminants des

sentinelles précoces (puberté a 12 mois) des facteurs de perturbations épigénétiques.

Depuis de nombreuses années, les technologies de reproduction assistée sont de plus
en plus utilisées et innovantes, repoussant les limites de la biologie avec un objectif de projet
parental chez 'Homme ou de production plus efficace chez I'animal de rente. Les gamétes
males (mais aussi les gameétes femelles) sont manipulés, soumis a des conditions

environnementales stressantes (contact important avec I'oxygene, milieu de culture, dilueur
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de cryo-congélation, congélation, sexage...) pouvant modifier non seulement leur intégrité
mais également leur épigénome?°®?°’, Chez le bovin, il serait souhaitable d’évaluer tout
progres technologique a I'aulne de la qualité épigénétique de la semence (test de nouveaux
cryo conservateurs, sexage de la semence...). La création d’'un observatoire regroupant sur
plusieurs générations informations phénotypique et épigénétique pourrait permettre de
rechercher d’éventuelles conséquences sur les performances a court (chez I'individu) et a long
terme (chez la descendance) de perturbations environnementales variées. Au-dela des
connaissances académiques apportées par nos données et d’applications dans le
développement d’outil diagnostique, le modeéle animal bovin offre la possibilité d’explorer
plus avant les corrélations entre modifications de I'expression des sncRNA spermatiques et
altérations d’expression de génes ou de réseaux de génes au cours du développement
embryonnaire précoce. Ainsi des études fonctionnelles de surexpression ou d’invalidation des
sncRNA peuvent étre envisagées, avec une observation des conséquences transcriptionnelles
ou de régulations génomiques en vue d’établir les relations de cause a effet. Des études a plus
long terme de la descendance et de ses performances phénotypiques sont aussi possibles
offrant la possibilité d’établir les modalités de transmission intergénérationnelle

d’informations non génétiques.
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Additional Fig S1: RNA quality control. Bioanalyzer profil and RTqPCR with miRNA-125b-5p primers
were performed to validate RNA size, quality and concentrations, starting from 5 ng of total RNA, as
estimated by Qubit® RNA HS Assay Kit. (a) Typical electrophoretic profiles were obtained, with the
expected dome around 20 nucleotides and no evidence of 18S and 28S rRNAs. (b) Consistent
amplification results were obtained (Ct in the range 20-21), indicating that the Qubit —estimated
concentration was reliable and that no inhibitors remain in the RNA preparation. Single peak
melting curves were also obtained, indicating that a single, specific product has been produced.
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Additional Fig S2: NGS data quality controls. (a) Phred Quality score distribution over all sequences
for the 10 first samples, showing Q score above 30 for more than 97% of reads. (b) Read length
distribution for the 10 first samples, showing two main peaks at 18-26nt (microRNA or siRNA) and
28-32nt (piRNA or tsRNAs.
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Additional Fig S3: reads annotated as mRNA. About 27655 reads have been identified
as mRNA fragments. (a) The majority of these reads were 50nt in length. (b) IGV
profiles of two genes (AKAP1 and PRM1) covered by well distributed unique reads

having high count levels.

252



a)
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Additional Fig S4. The distribution of reads across 18S (a) and 28S (b) rRNAs shows a particular pattern
made of several peaks and read-poor sub regions, suggesting that rRNAs are fragmented by selective
RNA cleavage.
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tRF5 GGTAGCGTGGCCAAGCGGTCTAAGG

5p-tRH GGTAGCGTGGCCGAGCGGTCTAAGGGGCTGGATT

i-tRF - GAGCGGTCTAAGGCTCTGGATT
i-tRF CTGGATTGAGCCTCCAGTCTCTTCGGGGGCGTGG
i-tRF TGGATTAAGGCTCCAGTCTCTTCGGGGGCGTGGG
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tRNA4174 GGTAGCGTGGCCGAGCGGTCTAAGGCGCTGGATTAAGGCTCCAGTCTCTTCGGGGG CGCTGCCA---
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______ 5p-tRH TEmmmmmmm 3p-tRH tRF3
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Additional Fig S5: (a) Biogenesis of tRFs. The cloverleaf structure of a tRNA typically contains a D-Loop, an Anticodon-
Loop, a variable loop, a T-loop, and an amino acid acceptor stem. Several endonucleases can cleave tRNAs at specific
sites, generating tRFs of different categories: cleavage of an RNase at the D-loop or T-loop of a tRNA can generate a
5’ or 3' tRFs, respectively. Dicer (DCR) endonucleases has been reported to cleave tRNA at D-Loop, T-Loop and the
amino acid acceptor stem. RNase Z cleavage has been shown to produce tRF3s n a Dicer-independent manner.
Moreover, Angiogenin (ANG), a member of the RNase A superfamily, was shown to cleave the Anticodon-Loop to
produce tRNA halves upon stress stimuli. ANG is also able to cleave the T-loop of tRNAs. Other unknown RNases
might also participate in tRFs generation. (b) Multiple tsRNAs alignments along the tRNA4174-LeuAAG sequence (D-
Loop in red, T-Loop in yellow, Variable-Loop in green and amino acid acceptor stem in violet), illustrating the five
tRFs categories: tRF5 and tRF3 (~15-32nt fragments), 5’-tRHs and 3’-tRHs (30-35nt) and i-tRFs. Reads that didn’t fall
into these categories were classified as other, possibly including full-length tRNAs (limited to the first 50th
nucleotides due to the sequencing protocol). Post-transcriptional modifications and or genetic polymorphisms may
also affect tRFs (nucleotide depicted in red). Criteria used to define the categories are depicted below the multiple
alignment. Full line indicate the mandatory region that should be covered by the tRF, while dot line indicate the range
that can be covered by the tRF.
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Additional Fig S6 : Frequency of tRFs isotypes. The percentage of read counts was computed for each
tRF and each associated anticodon, according to the tRF length. Only the most expressed tRFs are
reported in the histogram. The left axis (0-40%) refers to 5p-tRHs, which are the most expressed
tsRNAs. The right axis (0-10%) refers to the other tsRNAs.
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Distribution of cleavage site
along the anticodon-Loop
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Additional Fig S7 Distribution of cleavage site along the anticodon-Loop, for both 5p-tRHs and 3p-
tRHs, showing a bias towards 5p of the anticodon and a high frequency of cleavage at the 4t and 7t
nucleotides.

Distibution of expression correlations
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Additional Fig S8 : Distribution of Pearson correlation coefficients computed for the top
1580 miRNAs having a mean expression level above 10 in at least one breed (all miRNA)
and clustered miRNAs. Correlations of a miRNA with itself were omitted. Stronger
correlations were observed between genomically clustered miRNA compared to non-
clustered miRNAs;
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Additional Fig S9 : Five putative regulation networks, identified based on correlations
above |0.7]. A search was performed to identify specific patterns of correlation (above
|0.7]) indicative of putative functional regulation (miR-x -> miR-y -> miR-z implies
negative correlation between miR-x and miR-y as well as miR-y and miR-z, while a
positive correlation is expected between miR-x and miR-z).

S5p isomiRs {

Canonical miR

Pre-miRNA

bta-chr29_51574
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CUGGGCGGGCUGGGAUCCUGGGC
CUGGGUGGGCUGGGAUCCUGGG
CUGGGUGGGCUGGGAUCCUGGGC
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CUGGGCGGGCUGGGAUCCUGGGC
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..CUGGGTGGGCUGGGAUCCUGGGC

} Non-templated addition

3p isomiRs

} Polymorphic isomiRs

Ref. Genomic Sequence
Alt. Genomic Sequence

Additional Fig S10 : Classification and examples of isomiRs for bta-

chr29_51574
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speaker. A comprehensive overview of bull sperm-borne small non-coding RNAs and their

diversity across breeds.
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quality assessment.
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sncRNAs: A new source for potential fertility biomarkers?
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sperm sncRNAs: A new source for potential fertility biomarkers?
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Titre : Les petits ARN non codants du spermatozoide bovin : de potentiels biomarqueurs de la fertilité male ?

Mots clés : sncRNA, spermatozoide, bovin, fertilité

Résumé: L'utilisation de taureaux subfertiles
entraine des pertes de production, une
augmentation du taux de réforme des vaches pour
infertilité et un gaspillage des ressources. C'est
pourquoi le controle qualité de la semence utilisée en
Insémination Animale est une préoccupation
majeure des entreprises de sélection. Divers
protocoles de contrdle qualité ont été développés au
cours des dernieres décennies, exploitant des
biomarqueurs et des parametres fonctionnels clés
mesurés par cytométrie en flux. Toutefois, la capacité
prédictive de ces tests reste limitée et ne permet pas
d'identifier les taureaux subfertiles. C'est pourquoi
des travaux ont été entrepris dans le cadre du
LabCom SeQuaMol, afin d'explorer lintérét de
I'épigénome spermatique comme biomarqueurs de
fertilité chez les taureaux.

Ainsi, les travaux menés au cours de cette these ont
portés sur les petits ARNs non codants (sncRNA),
dont le role au cours de la spermatogeneése et de la
fécondation a été suggéré / démontré.
L'amélioration des connaissances sur le contenu en
sncRNA du spermatozoide bovin éjaculé avait
comme objectif pratique de développer un outil
permettant de fiabiliser la prédiction en routine de
la fertilité des taureaux. Les travaux ont été
organisés selon trois axes : I'établissement du
contenu exhaustif en sncRNA du sperme bovin
éjaculé, I'étude de la dynamique d'expression de
ces sncRNAs au cours de la maturation
épididymaire et l'identification /n fine de
biomarqueurs associés a la fertilité des taureaux.

Title: The bovine sperm small non-coding RNAs: Potential biomarkers of male fertility?

Keywords: sncRNA, sperm, bovine, fertility

Abstract: Most dairy cows are inseminated and sub-
fertile bulls can have an overall dramatic negative
impact on the sustainability of the dairy sector. The
bull fertility prediction, through efficient quality
control (QC) procedures is thus crucial for the cattle
breeding sector. Over the last decades, several
biomarkers and quality control procedures and have
been proposed to guarantee semen fertility,
including assessment of key functional parameters
using flow cytometry. However, their relevance for
routine QC has yet to be ascertained and their
predictive value is too limited to confidently discard
subfertile bulls. Thus, studies have been conducted
by LabCom SeQuaMol to explore to what extent the
bull sperm epigenome may be relevant to improve
fertility prediction.

In this respect, this PhD thesis was focused on small
noncoding RNAs (sncRNAs), which have been
shown to play a role in spermatogenesis and
fertilization. We aimed at improving the scientific
knowledge on bull sperm sncRNA content in order
to develop a routine tool to predict bull fertility. The
work has been organized according to three main
themes: providing a comprehensive overview of
cattle sperm sncRNA, studying their expression
dynamics during sperm maturation along
epididymis and identifying biomarkers associated
with bull fertility.




