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Résumeé

Les pathologies d’hypothyroidie et d’hyperthyroidie et les études menées via les
modeles pharmacologiques ont montré limportance de la régulation de I'hormone
thyroidienne T3 pour le développement testiculaire. La T3 agit via des récepteurs nucléaires
appelés TRs. Chez la souris, le gdihdRA code pour sept isoformes de récepteurs. Parmi ces
sept isoformes, seuls deux sont capables de lier 'ADN et la T3, le récepteur nucledire TR
et le récepteur mitochondrial p43. Des travaux précédents indiquent que le réceptéur TR
serait impliqué dans l'action de la T3 au niveau testiculaire et notamment, dans le contrdle de

la prolifération des cellules de Sertoli (Holsbergeal., 2005).

Afin d’évaluer le role de ce récepteur dans le contréle de la prolifération des cellules
de Sertoli dans le testicule, nous avons étudié I'impact de l'invalidation de ce récepdéur TR
(lignée de souris T&O) et, de I'expression d’'un récepteur dominant riegat TRul, appelé
TRo™', spécifiquement dans les cellules de Sertoli (lignée de sourig™H8C). Ce
récepteur TR™™' induit une répression constitutive de la transcription des génes cibles de la
T3.

Dans les deux modéles, @& et TR'M'-SC, nous montrons une augmentation de la
prolifération des cellules de Sertoli a 3jpp, avec pour conséquence a I'age adulte une
augmentation du poids testiculaire et du rendement spermatique. Grace a l'utilisation de
cultures organotypiques de testicules de souris témoins et mutantes, nous démontiens que
T3 agit directement sur la prolifération des cellules de SertaliNous montrons que
linvalidation du récepteur T&L ou, I'expression du dominant négatif ¥¥', conduit & une
augmentation de I'expression de Cdk4 et Cdkn2a a 3 jpp. Il est probable que ces deux acteurs
du cycle cellulaire soient responsables de I'augmentation de la prolifération des cellules de
Sertoli. Nous montrons que I'expression des facteurs de transcription c-myc et JunD, connus
pour contrdler la transcription du gene Cdk4, est modifiée dans le testicule des soOriest TR
TRe™M'-SC & 3 jpp.La régulation de la prolifération des cellules de Sertoli T3-

dépendante implique donc la voie Cdk4/Cdkn2a/JunD/c-myc.



Nous avons analysé l'implication du récepteur p43 mitochondrial dans la régulation du
contr6le de la prolifération des cellules de Sertoli par la T3. Ce récepteur p43 est codé par le

génome nucléaire puis, importé dans la mitochondrie.

Nous montrons que l'invalidation du récepteur mitochondrial (lignée de souris p43KO;
Blanchetet al., 2011) provoque un phénotype testiculaire similaire a celui observé lorsque le
TRol est invalidé ou quand le dominant négatifut™® est exprimé spécifiquement dans les
cellules de Sertoli. Nous avons observé une augmentation de la prolifération des cellules de
Sertoli @ 3 jpp avec pour conséquences une augmentation du poids testiculaire et du
rendement spermatique chez ladulte. L’invalidation du récepteur p43 entraine une
modification de la structure des mitochondries chez I'adulte. A 3 jpp, nous montrons une
modification de I'expression des genes mitochondriaux dans les testicules de souris p43KO.
Les mémes modifications sont observées dans les testicules des sa@riet THR"M'-SC.

Nous montrons également une modification du géne c-myc.

Ces résultats montrent pour la premiére fois I'importance de la régulation des génomes,
mitochondrial (via le récepteur p43) et nucléaire (via le récepteur TEL), pour le

contréle de la prolifération des cellules de Sertoli par la T3.

Ces résultats apportent un nouvel éclairage sur le contréle endocrine des fonctions
testiculaires et apportent des informations précieuses pour mieux comprendre l'origine de la
baisse du rendement spermatique observé a I'’heure actuelle, chez 'lhomme et les espéces

sauvages.

Mots-clés: cellules de Sertoli, prolifération, développement post-natal, hormones

thyroidiennes, récepteur BR, récepteur p43



Abstract

Hypothyroidism and hyperthyroidism pathologies and pharmacological model studies
have shown the importance of thyroid hormone regulation for testicular development. Thyroid
hormone T3 acts on nuclear receptors, called TRs. In mouséH®& gene encodes seven
receptors. Among them, only two are able to bind DNA and T3, the nucledr aRd the
mitochondrial p43. Previous studies indicate thatuITRnay be implied in T3 actions on

testis, particularly in Sertoli cell proliferation control (Holsberger gt2005).

In order to evaluate TdR role in Sertoli cell proliferation control, we giad impacts
of TRal invalidation (TRWO mice) and of a T&L negative dominant receptor expression
(called TR™M') specifically in Sertoli cells (TR™-SC mice). TR*™ receptor induces

constitutive repression of T3 target genes.

In both TRIO and TR"M-SC models, we demonstrated an increase in Sertoli cell
proliferation at 3 dpp inducing an increase in testicular weight and spermatic reserve at
adulthood. By using organotypic cultures of control and mutant mouse testis, we
demonstrated that3 directly acts on Sertoli cell proliferation. We showed that T&
invalidation or TR™" expression leads to an increase in Cdk4 and Cdkn2a expressions at
3dpp. These cell cycle actors might be responsible of Sertoli cell proliferation increase.
Moreover, at 3 dpp, we demonstrated that c-myc and JunD, which are transcription factors
known to control Cdk4 expression, exhibit modification of their expression 0 Tahd
TRo™'-SC mice. T3-dependant Sertoli cell proliferation regulation implies the
Cdk4/Cdkn2a/JunD/c-myc pathway.

We analysed mitochondrial p43 receptor implication in T3-dependant regulation of
Sertoli cell proliferation. This receptor is encoded by nuclear genome and imported in

mitochondria.

We demonstrated that p43 receptor invalidation (p43KO mice; Blaethet 2011) induces
similar phenotype as observed in dRand TR*"'-SC mice. We observed an increase in

Sertoli cell proliferation at 3 dpp inducing an increase in testicular weight and spermatic



reserve at adulthood. p43 receptor invalidation leads to mitochondria structure modifications
at adulthood. In 3 dpp p43KO testis, we showed modifications in the expression of
mitochondria genes. Same modifications are observed i @Rd TR""'-SC mice. We also

demonstrated modification of c-myc expression.

For the first time, these results demonstrate the importance of mitochondrial genome
(via p43 receptor) and nuclear genome (via T&L receptor) regulations for Sertoli cell

proliferation control by T3.

These results bring a new light on endocrine control of testicular functions and give
precious informations to understand the currently observed decline of sperm production in

humans and wild species.

Key words: Sertoli cells, proliferation, post-natal development, thyroid hormonesl TR
receptor, p43 receptor
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Figure 1. Régulation de la synthése de I'hormone thyroidienne par I'axe hypothalamo-
hypophysaire

La synthese de la T4 est sous le controle de I'axe hypothalamo-hypophysaire. La T4 est ensuite transformée en
T3 par les déiodases, au niveau des tissus périphériques comme le foie. Il existe un rétrocontrdle de la T3 sur la
production de TRH et TSH par I'axe hypothalamo-hypophysaire.
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Figure 2: Transformation de la Thyroxine en Tri-iodothyronine
La T4, forme précurseur, est clivée par les déiodases pour donner la forme active de I'hormone, la T3.



|. 'hormone thyroidienne T3 et ses récepteurs

A. Synthese de I'hormone T3

La glande thyroide produit une hormone, la thyroxine ou 3,5,3’,5’ tétraiodothyronine
ou T4. La thyroide est une glande endocrine bilobée, située dans la partie antérieure du cou,
sur la face ventrale du larynx. Les deux lobes sont reliés par un isthme. La thyroide est
constituée de deux types de cellules, les cellules a calcitonine et les cellules folliculaires ou
thyrocytes, qui sécretent I'hormone thyroidienne T4. Les thyrocytes sont en charge de
'accumulation active d’iode provenant de I'alimentation pour produire la T4 (et une faible
guantité de T3) (Laurberg, 1984).

Le contrble de la synthése des hormones thyroidiennes se fait par I'axe hypothalamo-
hypophysaire (Figure 1). La synthese de T4 dans la thyroide est activée par I’hormone
hypophysaire la TSH (Thyroid Stimulating Hormone) (Shupbiid., 1985). La synthese de
la TSH est sous contréle hypothalamique, via la stimulation par la TRH (Thyrotropin
Releasing Hormone) (Kolleet al., 1987). Le niveau sanguin d’hormone thyroidienne est
finement régulé. La T4 et la T3 exercent un rétrocontréle négatif hyophysaire en réprimant
'expression des génes codant pour les deux sous unités de la TSkl €T$8H3) ainsi que
sur le géne codant pour la TRH. (Vagenakis, 1988; Guissa@tiaia 2000 and 2005). La T4
est transportée par le sang via des protéines plasmatiques (Thyroxyne Binding Globuline,
Transthyretine, Albumine) jusqu’aux tissus périphériques, ou elle est déiodinée par les T4 5'-
déiodases de types 1 ou 2. La perte de I'atome d’iode conduit a la formation de ’hormone tri-
iodothyronine T3 (Figure 2). La forme active de I'hormone est la T3. Elle se lie
préférentiellement a des récepteurs nucléaires contrdlant la transcription du génome (St
Germain and Galton, 1997). Les principaux organes capables de transformer la T4 en T3 sont
le foie et les reins via les Déiodases D1, responsables des deux tiers de la production de T3
par le corps, ainsi que le cerveau et le tissu adipeux brun via les Déiodases D2t(@8rent

1994). Dans les tissus, la T3 et la T4 sont dégradées par les Déiodases D3.
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Figure 3: Les produits du gene THRR&dapté de Flamant et Samarut, 2003)

Chez la souris, le gerfléHRA code pour sept isoformes.

A partir du locusTHRA, par épissage alternatif des exons 6 et 9 et utilisation d’un promoteur interne P2, cing
ARNmM sont générés (a). Ces transcrits codent pour sept protéines différentes, obtenues par traduction a partir
d’ATG alternatifs (b). LARNm de TR1 code pour trois récepteurs : IR p43 et p28.



B. Les récepteurs aux hormones thyroidiennes (TRS)

1) La famille des récepteurs nucléaires

Les récepteurs aux hormones thyroidiennes font partie de la famille des récepteurs
nucléaires, tout comme les récepteurs aux stéroides, a I'acide rétinoique ou encore aux
vitamines A et D (Kumaret al., 1999). Certains récepteurs sont dits orphelins car leurs

ligands ne sont pas connus.

Les récepteurs nucléaires sont composeés de differents domaines homologues permettant la
fixation du ligand, la dimérisation et la fixation a 'ADN (Kunmgiral., 1999). Les différents
récepteurs nucléaires ont évolué a partir d’'un gene ancestral par duplication (Laudet et al.,
1992).

2) Les génes codant pour les TRs

Les récepteurs aux hormones thyroidiennes sont codés par deux gétis et
THRB. Chacun de ces deux genes peut générer grace a l'utilisation de promoteurs internes et

par épissage alternatif différentes isoformes protéiques.
Chez la souris, ces deux génes codent pour neuf isoformes.

Le géneTHRA code pour 7 isoformes (Figure 3). Parmi elles, on trouve deux formes
longues TR1 et TR:2, qui sont issues d'un épissage alternatif d’umsiat primaire
(Koeniget al., 1989). Il y a aussi trois formes tronquée\&R TRAa2 (issues de I'épissage
aternatif d’'un transcrit secondaire débutant a partir d’'un promoteur interne situé dans l'intron
7 (Chassandet al., 1997)) et TRa6. Seules les formes R et TRAa6 sont capables de lier
le ligand. Mais contrairement au @R la forme TR\a6 ne peut pas lier ’ADN, elle aurait un
réle antagoniste (Casas al., 2006). Le genelHRA code aussi pour deux récepteurs a
localisation mitochondriale : p43 et p28, issus du transcritlTR43 possede un site de
liaison a 'ADN et est impliquée dans la régulation du génome mitochondrial (Eaalas
1999).
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Figure 4: Les produits du géne THRBdapté de Flamant et Samarut, 2003)

Chez la souris, le gériHRB code pour deux isoformes: BRet TR32. Les isoformes TB3 et TRBA3 ne sont
retrouvés que chez le rat.

A partir du locusTHRB, deux ARNm sont générés via utilisation de deux promoteurs (a). Ces deux ARNm
codent pour les récepteurs fRet TRB2 (b).



La fonction exacte de la p28 est inconnue mais, elle pourrait jouer le réle de récepteur
impliqué dans les actions de la T3 sur les mitochondries vu sa colocalisation avec des
enzymes de la chaine respiratoire telles que les UCPs, translocases et ATP synthases (La
thyroide, des concepts a la pratique clinique, Elsevier, 2eme édition, Leclere0al).

Les formes TlR2, TRAal et TRAa2 sont des antagonistes dedllRcar elles piegent le ligand

sans activer la transcription des génes cibles (Chassandel€@vr).

TRa2, coexprimé avec Tdd, aurait une action dominante négative (Burgositdah and
Koenig, 1999 ; Lazar et g1 1989).

TRal et TRi2 sont exprimés dans tous les organes (avec desuxivkexpression différents
selon les organes ; notamment une forte expression dans le cerveau et le coeur) alors que les
formes courtes TRal et TRAa2 ne sont exprimées que dans I'épithélium intestitesd

poumons et le cerveau (Flamant and Samarut, 2003).

Le geneTHRB code pour deux isoformes (Figure 4),plRet TR32. Elles sont issues
de différents sites d'initiation de la transcription (Flamant and Samarut, 2003).

Les récepteurs Ti& sont impliqués dans la régulation des niveaux4letTT3 circulantes via
inhibition de I'expression des genes codant pour les deux sous unités de la TSHetTSH
TSHp (Forrestet al., 1996). TR est exprimé de maniére ubiquitaire et principalerdans le
foie. TRB2 est retrouvé dans I'hypophyse, I'hypothalamustéline et I'oreille interne au
cours de son développement.

Chez le rat, le gendHRB code en plus pour deux autres isoformesp3I Rt TRAB3
(Williams, 2000). TR3 est présent dans le foie, les reins et les poureb@m&AB3 dans les
muscles squelettiques, le cceur, la rate et le cerveau (Flamant and Samarut 2003).

3) Les différents domaines des TRs et leur fonction

En tant que récepteurs nucléaires, les récepteurs aux hormones thyroidiennes

présentent des domaines caractéristiques (Figure 5):
- Un domaine de liaison a I'ADN : le DBD (DNA Binding Domaine)

- Un domaine de liaison au ligand : le LBD (Ligand Binding Domaine).
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Figure 5: Structure des récepteurs aux hormones thyroidiennes
Le récepteur de I’hormone thyroidienne TR est composé de quatre domaines, dont un domaine C de liaison a
I’ADN (DBD) et un domaine E de liaison du ligand T3 (LBD).

a) b)

NN A
AN

m target gene

Figure 6: Structure des hétérodimeres TR/RXR
a) Cristallographie de I'nétérodimére TR/RXR (Rastinejad et al., 1995)
b) Représentation schématique du positionnement du complexe TR/RXR sur I'ADN



On retrouve une grande conservation entre especes de ces domaines (Mangetddorf
1995). Le DBD contient deux domaines a doigts de zinc (Brent, 1994 ; Yen, 2001). Le LBD
permet la fixation de 'hnormone ainsi que linteraction des co-régulateurs (Mangedsdbyf
1995).

Il'y a également présence de domaines responsables de la transactivation, il s’'agit des
domaines AF (Activating Function). Il y en a deux, AF-1 et AF-2 qui sont respectivement
responsables de la transactivation indépendante ou dépendante de 'hormone (Gonzalez-
Sanchoet al., 2003). Ces domaines sont localisés en parties amino (N) et carboxy (C)-

terminales.

A I'extrémité amino-terminale, la présence de séquence de localisation nucléaire (NLS) est a

noter (Anderson and Vennstrom, 1997).

4) Mode d’action des TRs

a) Eléments de réponse aux TRs

La fixation des récepteurs aux hormones thyroidiennes se fait sur des séquences
particulieres, appelées les TREs (Thyroid hormone Response Element). Ces séquences sont
généralement situées dans la région des promoteurs des genes cibles. Cette fixation a lieu le
plus souvent a I'état d’hétérodimere avec un autre récepteur nucléaire, le RXR (Récepteur X
aux Rétinoides) (Figure 6).

La séquence consensus du TRE est un tandem de AGGT(C/A)A en répétition directe, sépares
par quatre paires de bases, appelées Direct Repeat 4 (DR4et kn 2006). Il existe
également d’autres séquences dont la séquence ERG6.

Cependant, les TREs présents dans les promoteurs de genes cibles sont fréquemment
différents de ce consensus (via des arrangements en palindromes ou en palindromes inversés

ou selon le nombre de nucléotides séparant les répétitions) (Glass, 1994).

Une hypothése est avancée quant a la capacité des TRs a réguler I'expression des géenes a
partir d’'une large variété de TREs. Celle-ci s’expliquerait par le fait que les TRs
s’hétérodimérisent avec les RXRs et que ces hétérodimérisations different selon la séquence
du TRE puisque la conformation du TR s’adapterait au TRE €¥ain, 2006).
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Figure 7: Régulation des genes cibles de la T3 par les TRs (adaptés de Chang et al., 2010 et

de Flamant et al., 2007)
Les récepteurs nucléaires a la T3 TRs se fixent sur des éléements de réponse appelés TREs.
a) En absence de T3, il y a intéraction du TR avec des co-répresseurs CoR et répression de la
transcription des génes cibles.
b) En présence de T3, le TR interagit avec des co-activateurs CoA et active la transcription de génes
cibles.
c) L'absence de TR, suite a une invalidation par KO, est moins délétere que la forme aporécepteur.



b) Régulation transcriptionnelle dépendante du ligand

En présence et en absence de ligand, les hétérodimeres TR/RXR se fixent sur les TREs

dans le promoteur des génes cibles (Figure 7).

En absence d’hormone T3 (Figure 7a), le TR est sous forme d’aporécepteur, il réprime
la transcription de génes cibles. En effet, dans le cas de répression basale en absence de T3, il
y a reconnaissance des TRs sans ligand par les corépresseurs. Il a également été démontré que
les TRs sans ligand peuvent inhiber la mise en place du complexe de pré-initiation de la
transcription (Fondekét al., 1993). Les facteurs impliqués sont NCoR (Nuclear receptor Co-
Repressor) et SMRT (silencing mediator for retinoic acid receptor and TR) qui répriment
l'interaction des hétérodimeres TR/RXR avec la machinerie transcriptionnelle en place sur la
boite TATA (Chen and Evans 1995; Horlegt al., 1995). Ces corépresseurs peuvent
également former un complexe avec des répresseurs de la transcription comme sin3 et des
Histones déacétylases (HDACs) (Nagyal., 1997). Ces HDACs ont pour but de garder la

chromatine dans une conformation qui rend la transcription impossible.

Quand la T3 se fixe sur le TR (Figure 7b), celui-ci prend la forme d’holorécepteur en
changeant de conformation tridimensionnelle. Dans la partie centrale du domaine AF-2,
I'hélice 12 se replie sur le récepteur ce qui a pour conseéquence la dissociation du co-
répresseur et l'interaction avec des co-activateurs favorisant la transcription du gene (Wagner
et al., 1995; Fengt al., 1998). Ce phénomeéne nécessite a la fois la présence de protéines
d’échange et une dégradation des protéines via la voie du protéasome (Etaaha2007).

Parmi les co-activateurs, on trouve le Steroid Receptor Co-activator SRC. Il s’agit d’'une
protéine de 160 kDa qui s’associe a plusieurs récepteurs d’hormone en présence du ligand
(Onateet al., 1995). La famille des SRCs comprend plusieurs membres qui ont les mémes
capacités d’activation de la transcription (Yen, 2001). Les SRCs interagissent avec des
molécules qui font le lien rentre les TR et la machinerie de transcription. On trouve par
exemple CBP (CREB Binding Protein) et p300. CBP est nécessaire a l'activation de
promoteurs AMPc-dépendants par la protéine CREB (cAMP-response element-binding
protein) (McKennaet al., 1999). p300 est aussi un co-intégrateur pour I'activation
transcriptionnelle par différents facteurs de transcription (McKeeanal., 1999). Le
complexe CBP/p300 interagit avec un activateur de la transcription, PCAF (p300/CBP
Associated Protein) (Yed al., 2006). Les différents partenaires de I'activation par les TRs

ont également des activités d’histones actéyltransférases, qui permettent de rendre la
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chromatine accessible a la machinerie de transcription dans les régions promotrices des genes
cibles (Yenet al., 2006). L'activation de la transcription implique également le complexe
DRIP/TRAP (vitamin D Receptor Interacting pRotein/Thyroid hormone Receptor Associated

Protein) qui contient une quinzaine de protéines (Yen.e2806).

En résumé, I'activation de la transcription des géenes-cibles de la T3 implique la liaison de
SRCs a un TR, les SRCs permettant tout d’abord la fixation de facteurs de décondensation de
la chromatine puis, dans un deuxieme temps, la liaison avec un complexe DRIP/TRAP qui
recrute la polymérase Il et les facteurs d'initiation de la transcription qui se fixent sur la boite

TATA induisant alors la transcription.

Cependant, certains genes-cibles sont régulés de maniere inverse. Leur transcription
est activée en absence de T3 et réprimée en présence de celle-ci. Ces TRE « négatifs »
semblent généralement tres proches du site d’initiation de la transcription ou sont situés
généralement apres la boite TATA (Yen, 2001). C’est le cas des génes codant pour les sous-
unitésa etP de la TSH (Shupnikt al., 1983). Dans ces cas de régulation inverse, les TRs liés
a la T3 sont capables de recruter des HDAC, qui referment la chromatine rendant alors
linitiation de la transcription impossible (Eckegt al., 2003). De plus, SMRT qui est
normalement un co-répresseur fixé au TR en absence de T3, peut fonctionner comme un co-
activateur (Berghagest al., 2002). De méme, NCoR peut intervenir dans l'activation de
genes cibles en absence de (Batohet al., 1999). Ces changements de fonctions des
cofacteurs seraient dépendants des variations de séquence des TREs qui induiraient des
changements de conformation des TRs modifiant ainsi leurs fonctions activatrices ou

répressives (Berghagen et,&002).

Il est a noter que I'absence de TRs via invalidation par KO est moins délétere que la forme
aporécepteur car, certes on perd la transactivation mais, on perd également la répression

(Figure 7c).
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C.Rdbles de la T3 et des TRs

1) Principaux réles de la T3

Chez les mammiferes, les hormones thyroidiennes contrélent la température corporelle
en stimulant la thermogenése dans les tissus adipeux bruns (Joletasd®98). Elles sont
egalement impliquées dans des processus plus généraux comme le métabolisme des lipides
(Loeb, 2000), la dégradation du cholestérol (Gullbetrgl., 2002; Platerotét al., 2004) ou
encore I'assimilation du glucose (Dimitriades al. 2006). Chez I'homme, de nombreuses
pathologies liées aux hormones thyroidiennes sont connues. L’hormone thyroidienne est
indispensable au développement cérébral du feetus. Un déficit en hormones thyroidiennes
pendant la période néonatale a de séveres conséquences puisqu’il va conduire au crétinisme.
Les symptdomes classiques sont: jaunisse, difficultés a la tétée, cri rauque, létharigie,
hypothermie et abdomen distendu. Si la maladie est diagnostiquée et traitée des la naissance,
le développement mental et la croissance de ces enfants sont normaux. Sinon, a I'age adulte,
les patients présentent de séveres déficiences mentales et physiques : arriération mentale,
nanisme, persistance des caracteres infantiles, surdité, vision altérée, peau séche et épaisse,
langue proéminente, faiblesse musculaire, léthargie grave et fatigue. Chez le nouveau-né, la

cause principale d’hypothyroidie est une carence en iode durant la grossesse.

En période prépubére I'hnypothyroidisme induit a une augmentation de la taille des testicules
(Jannini et al., 1995). Un hyperthyroidisme durant la période néonatale provoque un
hypogonadisme et une infertilité & 'age adulte (Jannini.gtl8l95).

2) TRs et développement chez la souris

Les modeles murins d’invalidation des génes des récepteurs aux hormones
thyroidiennes ont permis de montrer que les TRs ne sont pas essentiels pour le développement
embryonnaire. En effet, les souriceaux sont viables a la naissance @che 1999;
Platerotiet al., 2004). Le taux de T3 augmente trés fortement au cours des 2 premieres
semaines de vie post-natale, déclenchant I'activation d’'un grand nombre de génes nécessaires
entre autres a la croissance et au sevrage (Platerati 20@4). Le récepteur le plus important
dans cette activation massive de génes-cibles estd#& {[TRnikov & al., 2002).

30



L'analyse des souris TR (Wikstromet al., 1998) et des souris TR (Fraichardet
al., 1997) et TR (Gauthieret al., 2001) ont permis de conclure que le récepteurlTjBue
un role important dans le développement et dans certaines activités physiologiguktsa TR
un role prépondérant pour le maintien du niveau basal de la fréequence cardiaque (Wakstrom
al., 1998), la thermogenése (Gautteeal., 2001), la maturation des os longs et la croissance
corporelle (Fraichardt al., 1997 ; Gauthieet al., 2001). Il a également été montré un role
pour la maturation intestinale (Plateretial., 1999 et 2001). Tél est egalement impliqué

dans le développement des lymphocytes B (Arpin.et2800).

Les récepteurs TRont également des fonctions importantes. Les saRjs"~ sont
hyperthyroidiennes et présentent des défauts majeurs de la régulation de I'axe hypothalamus-
hypophyse-thyroide (Forrestt al., 1996; Gauthieret al., 1999). L'analyse de souris
dépourvues spécifiguement des récepteur$ZTiRAbel et al., 1999) a montré que le
rétrocontréle de la production de I'hormone TSH est dérégulé. Ainsi, le rétrocontrble de la T3
dépend uniquement du récepteurfBRIl a également été mis en évidence que les souris
dépourvues de récepteurs ffRont sourdes, a cause d'un défaut fonctionnel eésles
ciliées de l'oreille interne (Forrestal., 1996). De plus, elles présentent une altération de la
différenciation de certaines cénes de la rétine conduisant a une vision altérée des couleurs (Ng
etal., 2001).

Un des principaux organes cible de la T3 est le systeme nerveux. Les souris
hypothyroidiennes présentent un défaut de prolifération, de survie et de migration des
neuroblastes de la couche granulaire externe du cervelet (Morte et al. 2002).
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Figure 8: Les effets non génomiques de la T3 (Chang et al., 2010)
Ces effets sont initiés au niveau de la membrane plasmique via l'intégfi8@u dans le cytoplasme.
1) Via ce récepteur intégrine, la T3 stimule la voie des MAPK (ERK1/2) en passant par la phospholipase
C (PLC) et la protéine kinase C (PKC). Cette cascade aboutit a des événements cellulaires comme la
régulation de la prolifération tumorale, I'angiogenése.
2) Laforme tronquée TRL cytoplasmique médie I'action de la T4 sur le cytosquelette d'actine.
3) Dans le cytoplasme, la T3 active de maniére non génomique la PI3K et initie la régulation de génes
spécifiques. Cette activation implique lesaT& TR31 cytoplasmiques.



D. Hormones thyroidiennes et effets non nucléaires

1) Actions cytoplasmiques de la T3

Par définition, les effets non génomiques de I'hormone thyroidienne T3 sont
indépendants des récepteurs nucléaires TRs. Ces effets ont été décrits au niveau de la
membrane plasmique, du cytosquelette, de nombreux organites et du cytoplasme (Figure 8).
Ces effets non génomiques ont été mis en évidence suite aux observations montrant que la T3
affecte la signalisation calcique en seulement quelques minutes (Segal, 1989t [ayvis
1989) et que la T3 influence la thermogenése et I'activité de lipolyse des catécholamines en
moins de trente minutes (Andrews et, d979; Lynch et al, 1985).

Il a été montré que les effets non génomiques de la T3 sont initiés au niveau de la membrane
plasmique par une protéine, l'intégrinep3. Celle-ci contient un domaine de liaison a
I’hormone, qui est aussi un site d’initiation des événements cellulaires. Ceci a été montré dans
des modeles de divisions cellulaires (Daatial., 2006) et d’angiogenese (Bergial., 2005).

A partir de cette intégrinevp3, le signal issu de la T3 active la voie des MARERK1/2)

dans les cellules endothéliales (Berghal., 2005) et dans les lignées tumorales en
prolifération (Daviset al., 2006 ; Linet al., 2007). L’activation de la voie MAPK passe par la
phospholipase C (PLC) et la protéine kinase C (PKC) (Deval., 2008). La T3 mais,
egalement la T4, peuvent activer la PI3K via son interaction avec l'intégfide @in € al.,

2009)

Il existe également un site de fixation T3-spécifique qui active les PI3Ks. Ceci est impliqué
dans le trafic de certaines protéines intracellulaires. Cela permet le transportade TR
nucléaire, du cytoplasme au noyau, pour la transcription de génes cibles spécifiqgues comme
HIF-1a (Hypoxia-Inducible Factor-Qo(Lin et al., 2009). L'activation de la PI3K peut se faire
directement dans le cytoplasme par interaction directe entrd @Rranucléaire lié a la T3 et

la sous-unité régulatrice de la PI3K appelée p85, qui entraine alors la transcription de

plusieurs génes spécifiques (Hiroi et,&006).

L’activation de la PI3K peut également impliquer lefTRans le cytoplasme, lorsqu’il est lié

ala T3, le TR interagit avec p85 et induit une cascade dans d&s de signalisation
(impliguant Akt/PKB et mTor) conduisant a des changements dans la transcription des genes
cibles de la PI3K (Caet al., 2005 ; Moeller et al 2006).
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De plus, il est a noter que I'activation des MAPKs ERK1/2, précédant I'activation de la PI3K
par la T3, conduit a des changements importants au niveau de la membrane plasmique

notamment des changements d’activité des Na et K-ATPases (Lgiz0@8).

L’existence de ces actions non génomiques de la T3 a été mise en évidence en 1981 par Galo
et ses collaborateurs. lls ont montré sur des membranes d’érythrocytes de rat que I'activité de
la pompe a Calcium (G&ATPase) est modulée par la T3. D'autres études ont montré que le
complexe C&-calmoduline est indispensable & I'action de la T3 (Dawi., 1983) et que

cela impliqué des kinases spécifiques (Lawrested., 1989).

Plusieurs équipes ont mis en évidence des actions non génomiques de la T3 sur la pompe a
Sodium (Na,K-ATPase). lls ont montré que la T3 augmente l'acticité de cette pompe dans les
cellules alvéolaires des poumons (Lei et al., 2003; Bhargaala 2007). Cette activation se

fait via les MAPKs (Leiet al., 2008) et la PI3K (Legt al., 2004; Lei et al, 2008).

Il a été également établi que I'échangeut/Na était soumis a régulation par la T3 (Incespi
al., 1999) et que cela impliqué les MAPKs (ERK1/2) (D’Arezzo gt2004).

2) Actions mitochondriales de la T3

Il existe des effets de la T3 sur le génome mitochondrial. Le génome mitochondrial
code pour treize sous-unités enzymatiques de la chaine respiratoire, deux ARNs ribosomaux

et vingt-deux ARNSs de transfert.

La T3 est considérée comme un régulateur majeur de la biogenese des mitochondries
(Mutvei et al., 1989). Elle a été démontrée comme activatrice de la consommation d’oxygene
(Palacios-Romero and Mowbray, 1979; Sterleigal., 1980), de I'expression du génome
mitochondrial (Mutveiet al., 1989; Wiesneet al., 1992) et de la mitochondriogenése (Gross,
1971).

Plusieurs études ont montré que des injections de T3 a des rats hypothyroidiens
augmente la consommation d’oxygéne et les phosphorylations oxydatives dans les
mitochondries isolées du foie, moins de trente minutes apres l'injection (Palacios-Romero and
Mowbray, 1979; Sterlingt al., 1980). Cet effet de la T3 a également été démaomtviro
(Sterling et al, 1977; Thomas et gl 1987). Ces effets sont a court terme.

33



Des effets a long terme ont aussi été mis en évidence. En effet, des études ont été réalisées et
ont montré que la T3 est impliquée dans des effets a long terme sur la consommation
d’'oxygéne (Harpeset al., 1993). Dans des mitochondries isolées des hépatocytes, il a été
observé que les mouvements de protons au niveau de la membrane interne sont une cible
importante de la T3 et que cela influence la consommation d’oxygéene. Ces mouvements de
protons contrélent a hauteur de 20% la respiration mitochondriale. De plus, les UCPs
(Uncoupled Proteins) semblent impliqués dans ce contrdle (Lanni et al., 1999). Il a été montré
gue I'expression des genes des UCP1, UCP2 et UCP3 est augmentée par la T3 (Cassard-
Doulcieret al., 1994; Guerrat al., 1996; Rabelet al., 1996; Lannet al., 1997; Gongt al.,

1997; Larkin et al., 1997).

La T3 a également un impact sur I'expression du génome mitochondrial.
L’administration de T3 chez des rats hypothyroidiens conduit & une augmentation de deux a
huit fois des ARNm mitochondriaux dans le foie (Muteeal., 1989). Ceci a également été
montré dans les muscles squelettiques (Wieshed., 1992). En 1999, Enriquez et ses

collaborateurs ont montré que la T3 diminue la demi-vie des ARNm mitochondriaux.

La mitochondriogenese est la résultante de plusieurs événements qui conduisent a la
synthése de membranes phospholipidiques et a leur assemblage, a la réplication de I'ADN
ainsi qu'a l'activation de I'expression du génome mitochondrial et des génes nucléaires
codant pour des protéines mitochondriales. La régulation par la T3 de ces événements
impliqgue donc a la fois des récepteurs nucléaires et des récepteurs mitochondriaux.
L’expression de nombreux génes nucléaires codant pour des protéines mitochondriales est
régulée par la T3 (Pillar and Seitz, 1997). C’est le cas des génes codant pour de nombreuses
sous-unités de la chaine respiratoire, pour le cytochrome C1, les UCPs... De plus, en
corrélation avec cela, il a été montré que I'importation dans les mitochondries de protéines
d’origine nucléaire est augmentée dans les cellules musculaires cardiaquese{@iaig
2000). La mitochondriogenése nécessite donc une grande coordination entre I'expression des

deux génomes, nucléaire et mitochondrial.

Il a également été démontré que I'action mitochondriale de la T3 joue un rdle dans le

contrble de la différenciation des myoblastes (Rochard,et 806 and 2000).
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Un autre mécanisme concernant l'action des hormones thyroidiennes sur la
mitochondrie a été montré. Il s'agit de I'action de la T2 (3,5-diiodo-L-thyronine), qui est issue
de la dégradation de la T3. L'administration de T2 réduit la masse graisseuse de rats qui
recoivent une alimentation riche en graisse. La T2 stimule I'oxydftides acides gras et
I'action des UCPs notamment dans le foie (Laatral., 2005). La T2, du fait de sa faible

affinité pour les TRs, a une action non génomique (Ball.¢1897).

Il existe dans la matrice mitochondriale, une isoforme de TRs codée par le gene
THRA, la p43. Cette forme tronquée fait 43 kDa. Elle est traduite & partir du messager codant
pour le TRil via la présence d’'un AUG interne. Cette protéimient un domaine de liaison
a ’ADN.

p43 n'a pas de fonction nucléaire comme les autres TRs. Elle est adressée a la mitochondrie et
régule I'expression de son génome (Wrutréalal., 1995). L'affinité de p43 pour la T3 est
comparable a celle observée pour les autres TRs. p43 agit en se fixant sur des séquences
mitochondriales analogues a des TREs et augmente le niveau des ARNs mitochondriaux de
facon T3-dépendante (Wrutnigkal., 1998; Casast al., 1999). Casas et ses collaborateurs
(1999) ont montré dans le foie que la p43 augmente de maniére importante la transcription du
génome mitochondrial et la synthése des protéines mitochondriales impliguées dans les

chaines respiratoires.

Il a été démontré que p43 en tant que monomere ne peut pas se lier a ’TADN mitochondrial
mais que cela est possible sous forme de dimere, notamment avec une forme tronquée de
PPARy2 (Peroxisome Proliferator Activated Recept@) appelée mt-PPAR (Casasal.,

1999 et 2000).

Casas et ses collaborateurs ont également montré en 2001 qu’une protéine de 44 kDa, appelée
mt-RXR, issue du clivage du récepteur RXRucléaire, est importée dans la matrice
mitochondriale et se lie soit seule, soit en hétérodimére avec p43, au génome mitochondrial
pour augmenter la synthese des ARN mitochondriaux.

Il a été montré un rble de p43 dans la différenciation des myoblastes. En effet lorsque p43 est
surexprimée, la différenciation des myoblastes est augmentée (Rochayd @®éland 2000 ;

Seyeret al., 2006). Seyer et ses collaborateurs ont montré en 2006 que cette régulation
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implique c-myc. En effet, I'inhibition de l'activité mitochondriale par le chloramphénicol

augmente le niveau dARNm de c-myc. De plus, la surexpression de p43 induit une
diminution de I'expression de c-myc. La surexpression de c-myc mime linfluence de
l'inhibition de I'activité mitochondriale sur la différenciation des myoblastes. c-myc apparait

donc comme une cible importante de I'activité mitochondriale.

Il a également été montré que la surexpression de p43 dans des fibroblastes humains stimule

I'activité mitochondriale (Grandemangeal., 2005).
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lI. Le testicule

A. Morphologie du testicule

Chez le méle, l'appareil reproducteur comprend les gonades, le tractus génital et les

glandes annexes (Figure 9).

Les gonades males ou testicules assurent deux fonctions essentielles: la production des
gameétes males, les spermatozoides et la synthese et sécrétion d’hormones stéroides (les
androgenes, essentiellement de la testostérone).

Le tractus génital est formé des voies spermatiques intra et extra testiculaires. On trouve les
tubes droits et le rete testis, les canaux efférents, I'épididyme, le canal déférent et l'uretre. Ces

canaux assurent le transport des spermatozoides.

Les glandes annexes sont chargées de produire le liquide de transport et de nutrition des
spermatozoides. Le sperme est constitué de ces sécrétions et des spermatozoides. Il y a trois

glandes annexes : la prostate, les vésicules séminales et les glandes de Cowper.

Les testicules (Figure 10) sont deux organes pairs ovoides. Chaque testicule est logé
dans un sac revétu de peau appelé scrotum. Le testicule est entouré d’'une capsule épaisse,
riche en tissu conjonctif et fibres de collagenes, appelée albuginée. Au pble supérieur, cette
capsule s’épaissit et s’enfonce a I'intérieur du testicule pour former un céne fibreux, le corps
d’Highmore. Du corps d’Highmore partent des cloisons conjonctives radiaires, les septa testis,
délimitant 200 a 300 lobules testiculaires plus ou moins triangulaires. Chaque lobule contient

2 a 4 tubes séminiféres trés longs. Chez les rongeurs, il Ny a pas ce systeme de cloisons.

Dans les tubes séminiferes se divisent et se différencient les cellules germinales jusqu'a la
formation des spermatozoides. A l'intérieur des tubes séminiferes, les cellules de la lignée
germinale sont associées aux cellules de Sertoli avec lesquelles elles constituent I'épithélium
séminal. Les espaces entre ces tubes sont occupés par le tissu interstitiel, c’est un conjonctif
lache, riche en vaisseaux sanguins et lymphatiques et en fibres nerveuses. Le tissu interstitiel
contient des cellules glandulaires, les cellules de Leydig. Ces cellules produisent la

testostérone.
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Les tubes séminiferes se prolongent par de petits tubes courts et rectilignes appelés tubes
droits qui pénétrent ensuite dans le corps de Highmore et forment un réseau de canalicules, le
rete testis. Le rete testis se poursuit par les cones efférents qui relient le testicule et
I'épididyme. L’épididyme est I'organe qui coiffe le testicule. On distingue 3 régions: la téte,

le corps et la queue. Le passage des spermatozoides dans I'épididyme est nécessaire a
I'acquisition de la mobilité et du pouvoir fécondant des spermatozoides. Cependant, ce
pouvoir fécondant ne s’exprimera qu’apres des modifications des protéines membranaires des
spermatozoides au cours du transit dans les voies génitales femelles. Le testicule est suspendu
dans le sac scrotal par le cordon spermatique qui contient le canal déférent, des vaisseaux
sanguins et lymphatiques, et des fibres nerveuses.

B. Physiologie et fonctions du testicule

Le testicule est composé de deux compartiments distincts (Figure 11): les tubes
séminiféres, lieu de la spermatogenese, et l'interstitium, entre les tubes séminiferes, siege de

la stéroidogenése. Les tubes séminiferes représentent 90 % du volume testiculaire.

Les deux fonctions testiculaires, endocrine et exocrine, sont sous le contrdle
d’hormones et de molécules synthétisées a différents niveaux : hypothalamique, hypophysaire
et testiculaire (Themmen and Huhtaniemi, 2000; Amory and Bremner, 2001; Huhtaniemi and
Bartke, 2001; Plant and Marshall, 2001; McLachdtal., 2002; Huhtaniemi, 2003; Holdcraft
and Braun, 2004; Walker and Cheng, 2005).

En réponse a la sécrétion pulsatie de GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) par
I'hypothalamus, I'antéhypophyse sécrete les gonadotropines : la FSH (Follicle Stimulating
Hormone) et la LH (Luteinizing Hormone). Ces deux hormones vont agir sur le testicule pour

réguler ses fonctions.
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1) Compartiment interstitiel et fonction endocrine

a) L'interstitium
L’interstitium est composé d’un tissu conjonctif lache. Ce tissu est riche en vaisseaux

sanguins et lymphatiques. Il contient plusieurs types cellulaires tels que les cellules de Leydig,

les fibroblastes et les macrophages (Leeson, 1963).

Chez le rat, les cellules de Leydig sont les cellules majoritaires de linterstitium. Elles
représentent moins de 5 % des cellules du testicule. Ces cellules sont de forme polygonale et
contiennent un noyau ovoide avec un nucléus caractéristique. Les cellules de Leydig ont un
réle endocrine. Elles possedent d’ailleurs une ultrastructure caractéristique des cellules
synthétisant des stéroides: présence de nombreuses gouttelettes intra-cytoplasmiques de
cholestérol, d’'un réticulum endoplasmique lisse abondant et des mitochondries a crétes
tubulaires (Christensen and Fawcett, 1966). Dés la puberté, les cellules de Leydig produisent
une quantité importante de testostérone. La testostérone a un réle déterminant sur le
développement des caracteres sexuels secondaires males. La testostérone agit également au
niveau des tubes séminiferes: elle a un role essentiel pour la réalisation des méioses des

cellules germinales (Singh et.all995)
Les macrophages sont capables de phagocyter les cellules de Leydig dégénérescentes.

Les vaisseaux lymphatiques permettent le drainage lymphatique du testicule. Des artérioles et
des capillaires sanguins sont également présents, ils délivrent notamment les facteurs de
régulation endocrine, comme la LH et FSH mais aussi, les IGF et facteurs de croissance, aux

cellules cibles du testicule.

b) La stéroidogénése
Les cellules de Leydig sont le siege de la biosynthese de la testostérone (Figure 12).
Cette biosynthése nécessite l'intervention d’'un certain nombre d’enzymes agissant en cascade
a partir d'un précurseur commun a tous les stéroides, le cholestérol (Saez 1994). Dans
l'organisme, il existe différentes sources de cholestérol. Celui-ci provient soit des
lipoprotéines circulantes HDL et LDL (High et Low Density Lipoprotein) (Morris and
Chaikoff, 1959; Benahmeset al., 1981), soit des esters de cholestérol qui sont contenus dans
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les gouttelettes lipidiques intracellulaires, soit via une synthese endogéne a partir d’acétate
(Hou et al., 1990).

Le transport du cholestérol du cytoplasme vers la membrane mitochondriale, est une étape
clef. La membrane mitochondriale est le lieu de la premiere réaction enzymatique de la

stéroidogenése. Plusieurs protéines interviennent dans le transport du cholestérol. La plus
importante est la protéine StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein) (Clark Epad).

La transformation du cholestérol en testostérone nécessite cing étapes. La premiére étape est
une étape permet la conversion du cholestérol en prégnénolone. Cette étape est assurée par le
cytochromeP450scc, qui est situé dans la membrane interne de la mitochondrie et qui induit la
coupure de la chaine latérale du cholestérol (O'Shaughnessy and Murphy, 1991). La
prégnénolone est ensuite transportée dans le réticulum endoplasmique lisse ou elle est
convertie en progestérone par lalBffiroxystéroide déshydrogénase ouH¥D. Ensuite, le
cytochrome P450c17 va transformer successivement la progestérone @hl-bragestérone

puis, en androstenedione. Enfin, cette derniére est convertie en testostérone par la 17
hydroxystéroide déshydrogénase (A¥BD). Cette voie de biosynthégel (prégnénolone-
progestérone-androstenedione-testostérone) fut la premiere identifiée chez le rat (Slaunwhite
and Samuels 1956) et elle est considérée comme la voie préférentielle chez cette espéce (Bell
et al., 1968). Il existe une voie parallelas), prédominante chez 'homme (Hammar and
Petersson, 1986), conduisant a la formation d’'un intermédiaire, la déhydroépiandostérone
(DHEA) a partir de la pregnenolone. L'importance relative de ces deux voies varie en

fonction de I'espece et du statut hormonal du male.

Dans la plupart des espéces, la testostérone est I'androgéne majoritairement secrété par les
cellules de Leydig. Ainsi, chez les rongeurs, les testicules sont la source principale des
androgenes circulant dans le sang, alors que chez 'homme, ils proviennent a la fois des
testicules et du cortex surrénal. Chez ’lhomme, la DHEA et I'androsténedione, sécrétées par
le cortex surrénal (Bairet al., 1969), sont des précurseurs a faible pouvoir androgénique et
peuvent étre convertis en testostérone au niveau de tissus extra-gonadiques. La testostérone
ainsi produite par le cortex surrénal ne représente que 10 % de la quantité totale de

testostérone circulante.

La testostérone et I'androstenedione peuvent étre meétabolisées de facon irréversible en
oestrogenes sous l'action d’'un cytochrome P450 aromatase, codée par le géne Cyp19 (Conley
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and Hinshelwood, 2001). Il a été montré que le testicule est responsable de 20 % de la
production totale d'oestrogenes, la majeure partie étant produite au niveau des tissus
périphériques (graisse, foie, reins, tissu osseux ou cerveau) (Payne and O'Shaughnessy, 1996;
Simpson, 2000). Chez le rat, la P450arom est exprimée dans le testicule, non seulement au
niveau des cellules de Leydig et de Sertoli mais, également au niveau des cellules germinales
(Levalletet al., 1998; Lambardt al., 2005). De la naissance a la puberté, la source premiere
d’oestrogenes dans le testicule est la cellule de Sertoli (Van der Btakn1981). Apres la
puberté, I'expression de I'aromatase diminue et disparait. Ce sont les cellules de Leydig qui

prennent alors le relai (Payne et,d976; Carreau et g11999).

La testostérone peut également étre métabolisée de facon irréversible en un dérivé plus actif,
la dihydrotestostérone (DHT), par la -Beductase (Mahendroo and Russell, 1999). La
production de DHT est réalisée dans certains tissus ou-ftadbictase est présente comme

dans les tissus reproducteurs males et le foie (Normington and Russell, 1992).

La testostérone et ses métabolites ont de multiples fonctions physiologiques au niveau de

I'appareil reproducteur male.

c) Role de la testostérone et de ses dérivés

La testostérone est une hormone ayant un grand nombre de fonctions. Elle agit en se
fixant aux récepteurs aux androgenes (AR) a différents niveaux. Elle agit localement au
niveau du testicule, sur les cellules de Sertoli afin de participer a la régulation de la
spermatogenése. Elle permet également la différenciation, la croissance et le fonctionnement
des organes reproducteurs et elle est responsable des caractéres sexuels secondaires (pilositée,
mue de la voix, musculature,...). Elle est aussi connue pour stimuler I'érythropoiése. Elle joue
un réle essentiel au cours de I'embryogenese. Elle exerce sa propre régulation via un

rétrocontrble sur I'hypothalamus et 'adénohypophyse.

Dans les cellules de Sertoli, la testostérone va se lier a son récepteur, le récepteur aux
androgenes. Cette liaison est essentielle au bon déroulement de la spermatogenese. Elle
permet notamment le déclenchement et I'entretien de la spermatogenése et inhibe I'apoptose
des cellules germinales (Singhal., 1995). L'ABP permet de concentrer la testostérone dans

le tube séminifere en assurant le transport des androgenes. Elle agit sur les récepteurs des

androgenes localisés dans la cellule de Sertoli et stimule la maturation des cellules germinales
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(De Gendtet al., 2004). L’ABP (avec ou sans ligand) peut également se lier a des récepteurs
situés sur la membrane cytoplasmique des cellules germinales (Eraitial1992; Portost

al., 1992). Elle contribue indirectement au maintien de la spermatogenese. Elle semble étre
impliquée dans les stades précoces de la spermatogenése, en particulier lors de la prolifération
des spermatogonies et lors de la méiose. Il a été démontré que des taux relativement modérés
de testostérone dans le testicule sont suffisants pour maintenir une spermatogenéssg (Zhang
al., 2003). De plus, il a été montré que les récepteurs aux androgenes, qui sont localisés sur
les cellules de Sertoli, jouent un réle clé pour la méiose des cellules germinale et qu’ils sont
absolument indispensables pour la stéroidogenese male (€haing2004; De Gendit al.,

2004).

Dans une revue parue en 2010, Zhou rapporte les roles des récepteurs aux androgéenes (AR)
qui ont été revélés via le KO total (Yehal., 2002) ou les KO spécifique comme le KO
Sertoli-spécifique (de Gendit al., 2004). Le KO global du récepteur aux androgenes
(ARKO) rend les males infertiles. L'extérieur du tractus de ces males est féminisé (courte
distance ano-génitale, semblant de clitoris a la place du pénis et scrotum ; vagin). Et, ils n’ont
ni vas deferent, ni épididymes, ni vésicules séminales, ni prostate. L'analyse histologique
montre des testicules montrent que la spermatogenése est arrétée précocement au stade
spermatocytes pachytenes. Ce KO global des AR montre qu’ils sont essentiels pour le
développement des organes reproducteurs males et la spermatogenese, bien qu’ils ne soient

pas requis pour la formation des testicules.

Contrairement aux méales ARKO, les méles invalidés pour les AR, spécifiquement dans les
cellules de Sertoli (souris SCARKO ; Chagical., 2004 ; De Genddt al., 2004), présentent

un développement du tractus interne normal. Les testicules présentent une taille réduite.
L’analyse histologique de ces testicules montre une diminution du diamétre des tubes
séminiféres. La spermatogenese n’est pas compléte, la maturation des cellules germinales
s’arréte au stade spermatocytes primaires diplotenes. Parfois, elle va jusqu’aux spermatocytes
secondaires et plus rarement au stade spermatides rondes (DestGndi004 ; Holdcraft

and Braun, 2004). Chez ces males, le nombre de cellules de Sertoli est normal (Det Gendt
al., 2004 ; Taret al., 2005), indiquant que les effets des androgénes sur les cellules de Sertoli
ne sont pas dus a la voie de signalisation des AR. Des analyses plus poussées ont montré que
les androgenes, agissant via les AR sertoliens, régulent le microenvironnement de
I'épithélium séminifére en influencant un grand nombre de genes dans les cellules de Sertoli
(Denolet et al, 2006 ; Wangt al., 2006 ; Eackeet al., 2007).
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La génération adulte des cellules de Leydig n’est ni perturbé dans les souris ARKO, ni dans
les souris SCARKO (De Gendt et. a2005).

Les oestrogenes jouent un rdle important dans la reproduction et la fertilité (Akingbemi,
2005). Comme la testostérone, les oestrogéenes agissent via des récepteurs nucléaires, les
récepteurs aux oestrogenes,oeR ER3 (Kuiper et al., 1997). Chez le rat male adulte, ces
récepteurs sont exprimés au niveau des cellules de Leydig),(EBs cellules de Sertoli

(ERB) ainsi que dans les cellules germinales (ERs) éf@ilet al., 2000). De plus, de
nombreuses études ont montré le role des oestrogénes en tant que modulateurs des effets des
gonadotrophines et de la testostérone au niveau des fonctions testiculaires (&aateau

1999). Des modéles de souris KO pour le géne, HRB, ou double KO (ERKO) (Lubahet

al., 1993; Eddyet al., 1996), ainsi que pour le gene de la P450 aromatase (ArKo), ont
également montré l'importance des oestrogenes pour la spermatogenese et la fertilité
(O'Donnellet al., 2001; Hess, 2003). De plus, en 2008, Toda et ses collaborateurs ont montré
un roéle critique du récepteur Esrl (récepteur aux oestroggndans la régulation de la
réabsorption du fluide testiculaire au niveau des canaux efférents. Les oestrogenes sont
également impliqués dans le développement du systeme nerveux central, dans I'hnoméostasie
du squelette et du systeme cardio-vasculaire. Ills sont nécessaires a la masculinisation du
cerveau et impliqués dans le comportement sexuel et ils ont également des effets sur le foie et

le tissu adipeux (Simpson, 2000).

La dihydrotestostérone (DHT) et la testostérone agissent via le méme récepteur (AR) mais
n'ont pas les mémes fonctions physiologiques. La DHT possede une affinité beaucoup plus
importante pour les ARs que la testostérone. Le complexe DHT-AR semble étre plus stable et
plus rapidement transporté jusqu’au noyau. Il est alors capable d’induire une réponse plus
efficace que ne le fait la testostérone (Ztebwal., 1995). La DHT est impliquée dans le
développement des organes génitaux externes lors de I'embryogenése, ainsi que dans la
pilosité et la croissance prostatique.

d) Transport et mécanisme d’action des androgenes

Une fois synthétisées, les hormones stéroides sont transportées dans le sang jusqu’aux

différents organes cibles. Peu solubles, la majorité des hormones stéroides sont liées a des
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protéines plasmiques telles que la Sex Hormone Binding Globuline (SHBG) et I'albumine. On
trouve également 'ABP (Androgen Binding Protein), qui est sécrétée par la cellule de Sertoli.
Cette protéine est sécrétée grace a un peptide signal de sécrétion éJabed®87), c’est

une protéine de transport des androgénes. Seulement 2 a 3 % de la testostérone circulant dans
le sérum se retrouve sous sa forme libre. Etant un stéroide, la testostérone pénétre dans les
cellules cibles par diffusion a travers les membranes cellulaires. Les effets des androgenes
sont exercés par le biais d'un récepteur nucléaire qui, aprés liaison de la testostérone ou de la
DHT, se fixe sur des séquences d’ADN spécifiques situées en amont de genes cibles, et active

la transcription de ces génes.
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Figure 13: Coupe transversale d’un tube séminifére de souris adulte
Coloration a 'hématoxyline. Barre d'échelle: 25pum.
(D’aprés:http:/fwww.inrp.fr)



e) Régulation de l'activité endocrine

La LH est I’'hnormone qui contréle la fonction endocrine du testicule en agissant sur ses
récepteurs, situés a la surface des cellules de Leydig. Elle stimule la production de
testostérone.

Il existe une interaction tres forte entre les tubes séminiféres et le compartiment interstitiel, au

travers d’un dialogue entre les cellules de Sertoli et les cellules de Leydig.

Les oestrogénes issus de l'aromatisation de la testostérone et produits par les cellules de
Leydig et de Sertoli, régule également la sécrétion et I'action de la GnRH. L’oestradiol agit au
niveau de [I'hypothalamus pour inhiber la sécrétion de GnRH et au niveau de
'adénohypophyse pour inhiber la sécrétion des gonadotropines stimulée par la GnRH (Hayes
et al. 2000). De plus, de nombreuses études suggérent que le testicule et plus spécifiguement
les cellules de Leydig sont la cible des oestrogenes. Il a été montré que les récepteurs aux
oestrogenes (ERs) sont présents dans les cellules de Leydig (Petlkdtie2000; Lambaret

al., 2005). Il est supposé que les oestrogenes ont une influence inhibitrice sur la
stéroidogenése des cellules de Leydig matures, de facon directe en inhibant certaines enzymes
impliquées dans la voie de biosynthese de la testostérone ou en limitant le développement et
la prolifération des cellules de Leydig (Abney, 1999).

Les macrophages jouent un réle important dans la régulation de la fonction endocrine des
cellules de Leydig (Hales, 1996). Ces cellules sont capables d’inhiber la synthése des
stéroides par le biais de cytokines (IL-1) et de TNF-alpha, ainsi que de réguler la prolifération

et le développement des cellules de Leydig (via des cytokines et facteurs de croissance).

2) Compartiment tubulaire et spermatogenése

a) Les tubes séminiferes

Les tubes séminiferes (Figure 13) contiennent des cellules germinales a différents
stades de leur développement ainsi que des cellules somatiques, les cellules de Sertoli. Cette

association de cellules germinales et de cellules de Sertoli forme I'épithélium séminifere.
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Figure 14: Schéma des différentes jonctions spécialisées du tube séminiféere (d’aprés Mruk
and Cheng, 2004)



Les cellules germinales sont hautement organisées dans I'épithélium séminifere. Les cellules
les moins différenciées (spermatogonies) sont situées du c6té basal du tube séminifére, vers la
lame basale et les cellules les plus matures (spermatides allongées) sont situées du c6té apical
du tube séminifere, vers la lumiere. L'épithélium séminifére repose sur la lame basale du tube
séminiféere. Cette lame basale est constituée de tissus conjonctifs et d'une fine couche de
cellules myoides péritubulaires (Maekawh al., 1996). Ces cellules sont des cellules
contractiles qui participent a la propulsion et a I'évacuation des spermatozoides qui ne sont
pas mobiles dans le testicule. Les cellules myoides péritubulaires jouent aussi un role de relai,
entre les cellules de Leydig et les tubes séminiféres. En effet, elles médient les effets de la

testostérone ainsi que d’autres hormones et facteurs de croissance.

Le facteur PModS est sécrété par les cellules myoides péritubulaires. L’activité de ce facteur a
été montrée comme influencant les fonctions des cellules de Sertoli, une fois qu’elles sont
différenciées (Nortomt al., 1992 et 1994). La production du PModS est sous le contrble des
androgenes (Verhoeva al., 1992). PModS a également était montré comme régulateur de
la production de lactate, la sécrétion d’inhibine et I'expression des ARNm de la transferrine
(Mullaney et al., 1994; Skinneret al., 1989; Norton and Skinner, 1992). En 1995,
Chaudhary et ses collaborateurs ont montré que le PModS promeut la différenciation des
cellules de Sertoli. PModS induit I'expression de la transferrine via activation précoce de c-
fos (Whaleyet al., 1995).

b) Les jonctions intercellulaires spécialisées

Les cellules sont en contact entre elles et avec la matrice par l'intermédiaire de
jonctions spécialisées. Ces jonctions permettent aux cellules de communiquer entres elles et

de communiquer avec leur environnement.

Il existe trois types de jonctions (Figure 14) (Cheng and Mruk, 2002; Mruk and Cheng,
2004):

- Les jonctions serrées

- Les jonctions adhérentes
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- Les jonctions d’échanges.

Dans le testicule, les jonctions serrées sont créées par le contact de deux cellules de Sertoli a
proximité de la membrane basale. Ces jonctions séparent I'épithélium séminifére en
compartiment basal et en compartiment adluminal. C’est cette jonction qui constitue la
barriere hémato-testiculaire, créant ainsi le microenvironnement nécessaire au développement
des cellules germinales. Ces jonctions sont composées de plusieurs molécules (Setchell,
Molecular Mechanisms in Spermatogenesis, 2008). On trouve les occludines (chez rats et
souris, pas chez 'Homme ; Mordi al., 1998), claudines dont la claudine-11 (Hellenal.,

2000), lintégrine a6p1l (Salanovaet al., 1995 et 1998) et des molécules d’adhésion
jonctionnelles JAMs (Mrulet al., 2004) associées a d’autres protéines telles que les Zonula

occludens (ZO) 1 et 2, cingulines et symplekines entre autres.

Concernant les jonctions adhérentes, il en existe de plusieurs types. Ces jonctions permettent
l'interaction entre protéines d’adhésion et cytosquelette avec d’autres cellules ou la matrice
extra-cellulaire (MEC). On les distingue selon leur mode d’attachement. On trouve des
jonctions adhérentes et d’adhésion focale, celles-ci utilisent des filaments d’actine au niveau
de leur site d’attachement. On trouve aussi des desmosomes et hémidesmosomes, qui eux
utilisent des filaments intermédiaires. Les protéines impliquées dans ces jonctions sont des

cadhérines, des caténines, des intégrines et des vinculines.

Au niveau testiculaire, on retrouve également deux types de jonctions adhérentes modifiées,
appelées spécialisation ectoplasmique et complexe tubulobulbaire. La spécialisation
ectoplasmique est une jonction qui s’établit entre les cellules germinales en développement et
les cellules de Sertoli (Russell, 1977). De récentes études ont montré qu'’il en existe deux
types, désignées par basale et apicale. Ces jonctions sont importantes pour les étapes de la
spermiogenese et probablement dans la stabilisation d’autres jonctions telles que les jonctions
serrées. Le complexe tubulobulbaire se retrouve entre les cellules de Sertoli au niveau des
jonctions serrées mais également entre les cellules de Sertoli et les spermatides matures prétes

a étre libérées dans la lumiére du tube séminiféere.

Enfin, les jonctions d’échange ou jonctions gap peuvent s’établir soit entre les cellules de

Sertoli elles-mémes, soit entre les cellules de Sertoli et les cellules germinales. Ces jonctions
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permettent I'’échange d’ions et de petites molécules entre deux cellules adjacentes. Les

protéines impliquées dans ces jonctions sont les connexines.

La connexine Cx43 est la connexine principale retrouvée dans le testicule (Pelletier, 1995 ;
Batiaset al., 2000). Les connexines sont formées de chaines polypeptidiques qui traversent la
membrane. Elles s’assemblent en complexes de six unités pour former des connexons avec

des pores de 2 nm de diameétre pour le passage des petites molécules.

La connexine Cx33 est spécifiquement localisée dans les tubes séminiféres au niveau du
compartiment basal. La connexine Cx43 est localisée dans linterstitium et dans les tubes
séminiféres (Fiorinet al., 2006). Les Cx33 inhibent la formation de jonctions communicantes

en inhibant les Cx43 via la formation de complexes qui restent bloqués dans le cytoplasme
(Fiorini et al., 2004).

L’invalidation de la Cx43 ciblée dans les cellules de Sertoli engendre une réduction
dramatique de la taille du testicule avec arrét de la spermatogenése au stade spermatogonies
(Brehm et al, 2007).

Il existe donc de nombreuses interactions qui s’établissent entre les cellules de Sertoli et les

cellules germinales.

c) La spermatogenese
La spermatogenese est I'ensemble des phénomenes (mitoses, méiose et spécialisation
morphologique et fonctionnelle) qui, des spermatogonies, cellules souches diploides a 2n
chromosomes, aboutissent aux spermatozoides, gameétes masculins haploides a n

chromosomes. Elle a lieu dans les tubes séminiferes.
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Figure 15: Déroulement de la spermatogenese chez la souris



Chez les mammiferes, sur le plan fonctionnel, la spermatogenése comprend trois phases
(Figure 15): la phase proliférative, la phase méiotique et la spermiogenese @eallve
1977; Jégou, 1995).

- La phase proliférative:

Elle met en jeu de nombreux stades intermédiaires de différenciation des spermatogonies de
type A (de Rooij, 2001; Dym, 1994).

Les spermatogonies sont localisées le long de la membrane basale du tube séminifere. Un
certain nombre de spermatogonies de type A se divisent par mitose. Une partie de ces cellules
cesse de se multiplier et se différencie en spermatogonies de type B. La division mitotique

finale des spermatogonies de type B donne naissance aux spermatocytes primaires

préleptotenes.
- La phase méiotique:

Le passage de 2n a n chromosomes se produit au cours de cette phase. Les spermatocytes
primaires se divisent en spermatocytes secondaires. Ceux-ci se différencient en spermatides
rondes haploides. La méiose est une succession de deux divisions cellulaires consécutives.
Tout d’abord, il y a une premiere division meéiotique, elle est appelée division réductionnelle.
Elle comporte une prophase | -qui se subdivise en 5 stades: leptoténe, zygoténe, pachytene,
diplotene et diacinése- puis, une métaphase |, une anaphase | et une télophase I. La deuxieme
division méiotique est dite division équationnelle. Elle a lieu aprés une intercinese trés courte,
superposée a la prophase I, elle-méme tres rapide. A lissue de la télophase II, on obtient

deux cellules filles a n chromosomes, ce sont des spermatides rondes.
- La spermiogenése:

Les spermatides rondes immatures vont ensuite se differencier en spermatozoides. Ce
processus implique plusieurs changements morphologiques : la formation d’'un flagelle pour

permettre aux spermatozoides de se mouvoir, I'élimination de « I'excés » de cytoplasme, la
réorganisation des organites cytoplasmiques tels que la condensation du noyau qui va occuper
la téte du spermatozoide ('’ADN se condense, du fait du changement des histones somatiques
par des histones spécifiques, d’abord des protéines intermédiaires puis, la protamine), le

rassemblement des vésicules de I'appareil de Golgi pour former I'acrosome qui contient des
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Figure 16: Le cycle de I'épithélium séminifere chez la souris
(d’aprés Russell et al., 1990)



enzymes protéolytiques nécessaires aux spermatozoides lors de l'interaction avec l'ovocyte, et

le regroupement des mitochondries au niveau de la piece intermédiaire.

La derniere étape consiste en une translocation des spermatozoides de la surface adluminale

de I'épithélium a la lumiere du tube, c’est la spermiation.

Des événements de dissociation et d’association des jonctions serrées et adhérentes
entre les cellules de Sertoli, et des jonctions adhérentes entre les cellules de Sertoli et cellules
germinales se succedent, permettant le mouvement des cellules germinales en développement
le long de I'épithélium séminifere. La dynamique de ces jonctions serrées est en étroite
relation avec les stades de I'épithélium séminifere : les jonctions s’ouvrent et se ferment entre
les stades X et XI. Ce mécanisme est essentiel a la migration des spermatocytes du

compartiment basal vers le compartiment apical du tube séminifere.

De plus, les cellules de Sertoli sécrétent des protéases et des facteurs de croissance, qui jouent
un rble clef dans la migration des cellules germinales vers le pble apical de I'épithélium
séminifére (Longinet al., 2001; Mruk and Cheng, 2004; X& al., 2005). Il semblerait
egalement que les cellules germinales puissent contréler leur propre migration en régulant la

synthése des protéases par les cellules de Sertoli (Longinz9all).

Dans les tubes séminiferes, on observe plusieurs types d’association de cellules
germinales caractéristiques établissant les stades de I'épithélium séminifere. Tous les types
de cellules germinales sont présents dans I'épithélium séminifére : les spermatogonies, les
spermatocytes et les spermatides. Les cellules germinales sont hautement organisées : elles
forment une série d'associations cellulaires ou stades de I'épithélium séminifere de telle
maniére qu’'un méme stade donné occupe la totalité d'une section transversale d’'un tube
séminifére (Russekt al., 1990). Chez la souris (Figure 16), il existe douze stades dans le
cycle de I'épithélium séminifere, ces stades sont notés de | a XlII (Oakberg, 1956) et un cycle
dure 8,8 jours (Russedt al., 1990). Chez le rat, on compte 14 stades (Leblond and Clermont
1952) et un cycle dure 12,8 jours. La durée d’'un cycle de I'épithélium séminifére correspond
au temps nécessaire a une cellule germinale pour devenir une cellule plus différenciée du
méme stade du cycle de I'épithélium séminiféere. Ces stades se déroulent de fagcon séquentielle
le long de l'axe longitudinal du tube séminifere. La durée d’'un cycle spermatogénique est
également variable en fonction de I'espéce, elle est de 49 jours chez le rat et de 35 jours chez
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la souris (Clermont, 1972). Ces cycles spermatogéniques sont répétés, formant des « vagues »

successives.

Pendant la phase proliférative, on trouve les spermatogonies de type A. Elles sont réparties
dans la totalité des stades. Les spermatogonies de type intermédiaires (In) sont présentes aux
stades II-lll et IV. Les spermatogonies de type B sont quant a elles localisées aux stades V et
VI. De plus, toutes les cellules germinales associées a la phase proliférative sont situées du

coOté basal du tube séminifére. Elles sont en contact étroit avec la lame basale.

Pendant la phase méiotique, on trouve différents types de spermatocytes primaires. Les
spermatocytes préleptoténes sont présents aux stades VII-VIII, les spermatocytes leptotenes
aux stades IX-X, les spermatocytes zygotenes aux stades XI-XII, les spermatocytes
pachyténes aux stades | a X et enfin, les spermatocytes diplotenes au stade XI uniqguement.
Les spermatocytes secondaires sont présents au stade Xll. Les spermatocytes préleptotenes,
leptoténes et zygoténes sont situés du coté basal du tube séminifére. Contrairement aux
spermatogonies, ils sont moins excentrés et ne sont pas en contact avec la lame basale. Les

autres spermatocytes forment la seconde couche qui se situe plus au centre du tube séminifere.

Pendant la spermiogenese chez la souris, on distingue en fait 16 étapes et chaque étape est
associée a un aspect caractéristique de I'acrosome des spermatides. Les spermatides associées
aux étapes 1 a 8 sont rondes et celles associées aux étapes 9 a 16 sont en voie d’élongation.
Les spermatides apparaissent a tous les stades de I'épithélium séminifere. A la fin de leur
différenciation, les spermatides matures, les spermatozoides sont évacués dans la lumiere du

tube séminifére lors du processus de spermiation.

Dans I'épithélium séminifére, les spermatides des étapes 1 a 12 forment la troisieme couche
de I'épithélium séminifére alors que les spermatides des étapes 13 a 16 forment la quatrieme

et derniere couche (qui est la couche la moins excentrée).

Il a été établi qu’un phénomene de dégénérescence des cellules germinales s’effectue lors de
la spermatogenése. Ce phénoméne limite le nombre de cellules germinales en développement,
régulant ainsi le nombre de spermatozoides produits. De plus, cette dégénérescence permet de

prévenir la formation de cellules germinales anormales lors de la spermatogenese.
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Il existe une interconnexion structurale et fonctionnelle trés étroite entre les cellules de Sertoli
et les cellules de la lignée germinale (Griswold, 1998; Mruk and Cheng, 2004). Les cellules
de Sertoli influencent la différenciation, la prolifération, 'apoptose et I'activité physiologique
des cellules germinales. Une méme cellule de Sertoli communique avec plusieurs cellules
germinales a différents stades de développement et doit donc pouvoir répondre a des besoins
cellulaires différents selon I'étape de la spermatogenése (mitose, méiose, spermiogenéese).

3) Les cellules de Sertoli

Tout au long de la spermatogenéese, les cellules germinales sont dépendantes d’'une

population de cellules somatiques : les cellules de Sertoli.

a) La cellule de Sertoli : une cellule polyvalente

En plus de ses fonctions de maintien de I'architecture de I'épithélium séminifere et de
contr6le du bon déroulement de la spermatogenese, la cellule de Sertoli assure de nombreuses
autres fonctions. Elle sépare tout d’abord l'intérieur du tube séminiféere de la circulation
sanguine, fournissant ainsi un environnement adéquat pour la méiose et la spermiogenése.
Elle contréle également, a lintérieur du tube séminifere, la production de nutriments et de

facteurs de croissance.

(1) Barriere hémato-testiculaire

Le contact entre les faces baso-latérales des cellules de Sertoli forme un complexe de
jonctions continues essentiellement composé de jonctions serrées. Ces jonctions serrées
apparaissent entre 10 et 16 jours aprés la naissance (Russell et Griswold, 1993). Elles créent
une véritable séparation entre I'épithélium séminifére et le compartiment sanguin, on parle de
barriere hémato-testiculaire. Cette barriere sépare le tube séminifere en deux compartiments,
le compartiment basal et le compartiment apical. Les cellules du compartiment basal sont en
contact avec le milieu extérieur du tube séminifere alors que les cellules du compartiment
apical en sont isolées. La formation de cette barriere hémato-testiculaire permet de maintenir
un environnement adéquat pour assurer le développement des cellules germinales. Cette

barriere a un véritable réle immunologique.
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cytoplasme de la cellule
de Sertoli

noyau

invagination du noyau

Figure 18: Observation en microscopie électronique d’'une cellule de Sertoli de souris



La barriere hémato-testiculaire évolue en fonction du stade de I'épithélium séminifere.
Les spermatogonies de type A et B ainsi que les spermatocytes préleptoténes et leptotenes
sont localisés dans le compartiment basal. Entre les stades X et Xl, les jonctions serrées
s’ouvrent pour que les spermatocytes leptoténes rejoignent le compartiment apical. Toutes les
autres cellules plus matures sont localisées dans le compartiment apical, notamment les

spermatocytes zygoténes.

La barriére est permise grace aux jonctions entre cellules de Sertoli dont la composition est

détaillée précédemment.

(2) Un role structural et de niche

La cellule de Sertoli est de forme pyramidale et repose sur la lame basale du tube
séminifere (Figure 17) (Russell and Griswold, 1993). Elle constitue un véritable support pour
les cellules germinales. Ses faces latérales sont en contact étroit avec environ cinq autres
cellules de Sertoli et avec trente a cinquante cellules germinales (Wedier 1983). Au
cours du cycle de I'épithélium séminifére, la forme et le volume de la cellule de Sertoli
varient de maniéere a optimiser I'adhérence des cellules germinales avec lesquelles elle est en

contact.

Le noyau de la cellule de Sertoli est situé du c6té basal du tube séminifere (Figure 18)
(Russell and Griswold, 1993). Il a une forme irréguliere avec une invagination bien marquée.
Son nucléole est trés volumineux. Grace a toutes ces caractéristiques, on peut aisément
distinguer le noyau de la cellule de Sertoli des noyaux des cellules germinales, qui eux sont

arrondis.

Les cellules de Sertoli, de par leur support physique et I'expression de nombreux facteurs,
créent I'environnement optimal pour le développement des cellules germinales et 'auto-

renouvellement des germinales souches, elles créent une véritable niche.

Lors de la phase proliferative de la spermatogenese, les cellules germinales souches ou

spermatogonies développent une forte activité mitotique pendant leur auto-renouvellement.

L’Erm (Ets related molecule) est un facteur de transcription spécifiquement exprimé dans les
testicules par les cellules de Sertoli vers 3 & 4 semaines apres la naissance semble étre
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indispensable a l'auto-renouvellement des cellules germinales. En effet, chez la souris,
I'invalidation du géne Erm conduit a une disparition des cellules germinales souches aprés la
premiere vague de spermatogenese (@hah, 2005; Hesst al., 2006). Erm ne modifie pas

la différenciation des cellules germinales mais son invalidation inhibe aussi bien l'auto-
renouvellement que le maintien des cellules germinales souches conduisant a la stérilité les
souris adultes (Chen et.al005; Hess et al 2006).

Le GDNF est sécrété par les cellules de Sertoli, il initie le développement des cellules souches
spermatogoniales, il joue un réle important dans la régulation de [I'évolution des
spermatogonies vers la mitose ou la méiose (Matra., 2000 ) et induit leur prolifération
(Viglietto et al., 2000; Tadokoro et 82002). Il est impliqué dans le maintien de la niche.

(3) Phagocytose

La cellule de Sertoli assure une triple fonction de phagocytose (Retsak]l 1990).
Son réle premier est I'élimination des cellules germinales qui ont dégénéré au cours de la
spermatogenése. Elle a également pour réle de phagocyter les reliquats de cytoplasme,
appelés corps résiduels, qui se détachent des spermatozoides lors de la spermiation. Enfin, elle
élimine les complexes de jonctions qui sont sans cesse renouvelés. Concernant son role
premier (Nakanishi et Shiratsuchi, 2003), il a été montré que la cellule de Sertoli phagocyte
les cellules germinales apoptotigues qui expriment de maniére spécifique le
phosphatidylsérine phospholipide (PS) qui est un marqueur caractéristique des cellules
apoptotiques. La cause de l'induction de la phagocytose est contreversée mais il semblerait
gue le signal inducteur serait donné par les cellules de Sertoli via la présence de la protéine
Fas-ligand sur les cellules de Sertoli et de son récepteur Fas sur les cellules germinales. Pour
la reconnaissance des PS sur les cellules apoptotiques, il semblerait que le récepteur SR-BI
soit impliqué (récepteur scavenger de classe B type 1), des é@udis ayant montré que
l'utilisation d’'un anticorps anti-SR-BI inhibe la phagocytose des cellules germinales
apoptotiques par les cellules de Sertoli. La cellule de Sertoli est aussi impliquée dans la
phagocytose des corps résiduels. Ces corps résiduels ont aussi des marqueurs apoptotiques
comme I'’ANXAS5 (Blanco-Rodriguezt al., 1999). Les cellules de Sertoli expriment deux
types de récepteurs multi-ligands de classe B: SCARB1 et CD36 (Shiragsathi1997;
Nakagawa et al., 2005; Gillot et gl 2005).
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Des récepteurs appelés récepteurs TAM ont un rble important pour la phagocytose par
les cellules de Sertoli. lls sont au nombre de trois : Tyro3, Axl et Mer. lls ont role de pivot
dans 'immunité innée testiculaire. lls sont impliqués dans la promotion de la phagocytose des
cellules apoptotiques et ils stimulent la maturation des cellules tueuses naturelles. Ce
phénomene est dépendant des intéractions et coopérations entre les récepteurs aux cytokines
et les récepteurs TAM (Lemkat al., 2008). Le KO des trois récepteurs TAM entraine une
stérilité, la spermatogenese étant fortement perturbée @lakn 2008). Chez ces animaux,

il y a mort des cellules germinales différenciées, du fait d’'un défaut des cellules de Sertoli qui

ne supportent plus la spermatogenésegflal., 1999).

De plus, il a été montré que la transferrine dimérique est un modulateur de la phagocytose des
corps résiduels, les diméres de transferrine inhiimewitro I'ingestion des corps résiduels par
les cellules de Sertoli (Yefimova et.aR008).

(4) Etablissement du ratio cellules germinales / cellules de Sertoli

Une vague d’apoptose des cellules germinales, indispensable pour le bon déroulement
de la spermatogenese chez l'adulte (Rodrigeteal., 1997), se produit au cours de la
premiere vague de la spermatogenése (Véaay, 1998). Elle atteint un pic a I'age de 10 a
13 jours aprés la naissance (Waaigal., 1998), période pendant laquelle les cellules de
Sertoli cessent de proliférer. Cette apoptose s’explique par le fait que le nombre de cellules
germinales est fonction du nombre de cellules de Sertoli. L'établissement du ratio cellules
germinales / cellule de Sertoli reflete le fait que les cellules de Sertoli ne peuvent soutenir
gu’'un nombre limité de cellules de la lignée germinale. Ceci est vrai dans toutes les espéces.
Il a été montré que la réduction expérimentale du nombre de cellules de Sertoli dans les
testicules de rat pré-pubéres entraine une diminution proportionnelle du nombre de
spermatides rondes chez l'adulte sans affecter pour autant la spermatogenese (Orth et al.,
1988).

b) Fonctions sécrétrices

L’'activité de sécrétion de la cellule de Sertoli est essentielle au bon déroulement de la

spermatogenése (Russell and Griswold, 1993). Elle permet a la cellule de Sertoli de
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communiquer directement et simultanément avec les cellules germinales. La cellule de Sertoli
a un role prépondérant dans le contrble de l'activité de I'épithélium séminifére. Elle est
responsable d’'une grande activité sécrétoire. Elle sécrete en particulier le fluide testiculaire,

des nutriments, des protéines ainsi que différents facteurs de croissance.

Le fluide testiculaire est tout d’abord nécessaire a la formation de la lumiere des tubes
séminiféres. Il permet également le transport des spermatozoides dans la lumiére du tube
séminifére ainsi que le transit a l'intérieur du tube séminifere puis, le transport du tube

séminifére vers le rete testis, les canaux efférents et I'épididyme.

Il permet également le transport de différentes molécules (nutriment, protéines ou facteurs de
croissance) produites par la cellule de Sertoli (Rustsell., 1989). Le fluide sécrété par les
cellules de Sertoli joue un réle important dans la distribution des nutriments aux cellules
germinales et dans le transport de facteurs régulateurs impliqgués dans la communication entre
les deux parties du tube séminifére. La composition du fluide testiculaire difféere de celle du
plasma sanguin, de la lymphe et du liquide interstitiel (Johnson et Everitt, reproduction, 2002,
DeBoeck Université). Les protéines retrouveées sont sensiblement les mémes et celles-ci ne
passent la barriere que grace a un transport actif assuré par des transporteurs spécifiques. De
plus, la composition ionique est différente entre le fluide testiculaire et le plasma, le rapport

sodium/potassium est inversé.
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LES PRINCIPAUX FACTEURS SERTOLIENS

Facteurs Réle supposé au niveau germinal

Facteurs impliqués dans la prolifération, la différenciation et le métabolisme germinal

Activine Stimule la prolifération des spermatogonies

Inhibine Inhibe la prolifération des spermatogonies

TGF-B Intervient dans les divisions et la différenciation germinale

IGF-1 Stimule la réplication de I’ADN dans les spermatogonies

Interleukines 1ot et 6 L’IL1-o. stimule, alors que I'IL6 inhibe la réplication de I’ADN
méiotique et mitotique

Facteur steel (SLF) Chimiotactisme envers les gonocytes et stimule leur prolifération

30-hydroxy-4-pregnen-20-one  Stimule le développement des spermatocytes primaires

Protéines de liaison et de transport

Transferrine et ceruloplasmine  Transport du fer et du cuivre respectivement
Androgen  binding  protein
(ABP) Transport des androgénes

Retinol binding protein (RBP)  Transport du rétinol aux cellules méiotiques et post-méiotiques qui le
transforment en acide rétinoique

Sulfated glycoprotein 1 Transport de précurseurs de lipides et d’acides gras spécifiques
(SGP1/prosaposin)

Sulfated glycoprotein 2 Transport de lipides

(SGP2/clusterine)

o2-macroglobuline Transport de facteurs impliqués dans les divisions germinales
y-glutamy| transpeptidase Transport du glutathion

Protéases et inhibiteurs de protéases

Activateurs du plasminogéne Dégradation des jonctions inter-sertoliennes et des jonctions Sertoli-
(AP) cellules germinales

Cyclic protein 2/procathepsine L Intervient dans la libération des spermatozoides

Cystatine C Inhibiteur de la cathepsine L

Collagénase de type IV et autres

métalloprotéases Impliquées dans le remodelage permanent de I’épithélium séminifere

Composants de la matrice extracellulaire

Collagéne 1 et 1V, laminine et La MEC est indispensable a la polarisation des cellules de Sertoli, au

protéoglycanes stockage et a I’action de divers facteurs dont les facteurs de croissance

Métabolites énergétiques

Lactate et pyruvate Indispensables aux cellules germinales qui ne peuvent pas métaboliser

le glucose

Agents antioxydants

Glutathion Transfert vers les cellules germinales

Autres

Testines Protéines des complexes jonctionnels

Liver-regulating protein (LRP)  Régule les interactions entre les cellules de Sertoli et les cellules
~germinales

Figure 19: Les facteurs sertoliens et leur r6le supposé (d’aprés Hennuy, 2000)
D’aprés: Clonage différentiel et identification de nouveaux ADNc correspondant a des génes régulés par la
FSH dans la cellule de Sertoli de rat, Liége, Université de Liege



(1) Sécrétion d’hormones, de facteurs de croissance

La cellule de Sertoli est la cellule pivot autour de laquelle s’organise toute l'activité
fonctionnelle du testicule et ce, dés la vie foetale. Pour cela, elle sécrete des hormones et
autres molécules. Ces molécules sont impliquées dans différentes fonctions (Figure 19).

Des la vie feetale, la cellule de Sertoli est responsable de la production d’'une hormone
primordiale pour le développement male : 'AMH (Anti-Mullerian Hormone ou MIS pour
Mullerian Inhibiting Substance). Cette hormone de 140 kDa est responsable de la régression
des canaux de Miuller pendant le développement chez les méles (Dabadigel1988).

L’AMH fait partie de la super-famille du TG¥ La FSH est un puissant régulateur de la
production d’AMH (Kurodaet al., 1990). L’AMH est produite dans le testicule fcetal. A I'age
adulte, son niveau est faible (Blanchatdal., 1974 ; Hutsoret al., 1981 ; Hayashet al.,

1984). Cette hormone est principalement impliqguée dans le développement sexuel et dans la

différenciation du testicule foetal.

La cellule de Sertoli sécréte également de nombreuses hormones, cytokines et facteurs de
croissance tels que le T@KTransforming Growth Factow), le FGF (Fibroblast Growth
Factor), des IGFs (Insulin like Growth Factors), les interleukines I&tLll-6, le GDNF

(Glial cell-Derived Neurotrophic Factor) et le SCF (Stem Cell Factor).

Le SCF est produit par les cellules de Sertoli. Il est important pour la viabilité des cellules
germinales primordiales et la migration cellulaire dans la gonade embryonnaire (\@nhcent

al., 1998; Hakovirtaet al., 1999). Il controlerait la prolifération et I'apoptose des cellules
germinales (Orttet al., 2000; Rosset al., 2000; Yanet al. 2000). La nécessité du SCF pour

le bon déroulement de la spermatogenese a été clairement établie. Des souris mutantes
déficientes en SCF ou en son récepteur (c-kit) sont stériles et leurs gonades sont dépourvues
de cellules germinales (Loveland and Schlatt, 1997). Des études sur des rongeurs ont
également montré que I'inhibine et I'activine modulent le nombre de spermatogonies et de
cellules de Sertoli (de Kretser et al., 2002).

De nombreux facteurs sont impliqués dans la prolifération, la différenciation et la
maturation des cellules germinales. Parmi eux, I'inhibine a pour réle d’inhiber la production
de FSH par I'hypophyse (Riviet al., 1987; Risbridgeet al., 1990). A l'inverse, I'activine

est connue pour activer la production de FSH (Yii§88). L'inhibine B est I'isoforme
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majeure sécrétée chez le male et sa synthese serait dépendante du nombre de cellules de
Sertoli présentes (Welt et.al2002).

Le GDNF est sécrété par les cellules de Sertoli, il initie le développement des cellules souches
spermatogoniales (Meng al., 2000) et induit leur prolifération (Vigliettet al., 2000;
Tadokoro et al.,2002). Il est impliqué dans le maintien de la niche. L'Erm (Ets related
molecule) est un facteur de transcription spécifiguement exprimé dans les testicules par les
cellules de Sertoli vers 3 a 4 semaines apres la naissance semble étre indispensable a I'auto-

renouvellement des cellules germinales.

Le TG régule la croissance cellulaire. Il est régulé Ipargonadotropines (Skinner al.,
1989 ; Mullaney et al, 1992).

Plusieurs membres de la famille des FGFs régulent la croissance cellulaire et la
différenciation. Le FGF est le plus exprimé par le testicule, son exprasssh activée par la
FSH (Smith et al, 1989 ; Mullaneet al., 1992).

L'll-1a est connue également pour influencer la mitosa etdissance des cellules de Sertoli.
Cette interleukine influence la réplication de 'ADN des cellules germinales, la stéroidogenése
par les cellules de Leydig et elle est également impliquée dans la barriere hémato-testiculaire
(Hedger et O’'Bryan, 2008; Meinhardt et Hedger, 2011).

De plus, certains de ces facteurs sont impliqués dans le contréle des productions hormonales.
C’est le cas de l'inhibine et I'activine qui peuvent influencer la stéroidogenéese par les cellules
de Leydig (Hsueh et 8l 1987 ; Lin et al, 1989).

L'll-1a est connue pour influencer I'expression du géntadeansferrine, impliquée dans le
contr6le de la phagocytose. Elle influence également la production de lactate et de pyruvate
qui sont les métabolites énergétiques indispensables aux cellules germinales (Beakrsen
2002 ; Huleihel et al, 2002 ; Nehar et @) 1998).

Enfin, certains facteurs ont un rdle immunologique : I'll-6 est importante pour la
communication avec les cellules immunitaires du compartiment interstitiel (& reb
2000). D’autres facteurs, impliqués dans la régulation de I'épithélium séminifere, ont
également un réle immunologique, c’est le cas de I'll-1a, dual®tkle I'activine A (Hedger,
2011).
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(2) Sécrétion de protéines de transport et de protéases

La cellule de Sertoli sécrete également des protéines de transport. Ces protéines sont
responsables de l'acheminement de nutriments, vitamines et hormones vers les cellules
germinales. Parmi ces protéines de transport, la cellule de Sertoli sécréte des protéines liant
les métaux notamment la transferrine qui lie le fer (Skienat., 1980) et la ceruloplasmine
qui transporte le cuivre (Skinnet al., 1983). Elles sécrétent également des protéines de
transport des lipides comme la clusterine (impliqguée dans le transport des lipides notamment)
et la saposine (protéine activatrice des sphingolipides) (Kisseigar, 1982). On trouve
egalement des protéines pour le transport des hormones, par exemple les protéines de liaison
aux androgenes, les ABP (Androgen Binding Protein) (Sandiai, 1975 ; Hagenad al.,

1975) ou a I'acide rétinoique. Il y a également des protéines de transport des vitamines (A et

D principalement).

La cellule de Sertoli sécrete aussi des protéases (cathepsine-L et métalloprotéases notamment)
(Sanget al., 1990; Erickson-Lauwrencet al., 1991). Celles-ci seraient impliquées dans la
migration des cellules germinales vers la lumiere du tube séminifére via digestion des
complexes jonctionnels formés entre les cellules de Sertoli et les cellules germinales (Longin
et al., 2001; Mruk and Cheng, 2004; Xéaal., 2005). De plus, a la fin de la spermatogenese,

les protéases seraient impliquées dans la digestion des complexes de jonctions reliant les
spermatides matures aux cellules de Sertoli et permettraient donc la spermiation. Ces
protéases sont donc impliquées dans le remodelage permanent des tubes séminiféeres.

La cellule de Sertoli sécrete également des protéases spécifiques appelées « plasminogen

activators », qui catalysent la conversion du plasminogéne en plasmine.
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Figure 20: Mécanismes impliqués dans 'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique
L’hypothalamus sécrete la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) qui régule les sécrétions de I'hypophyse.
L’hypophyse sécréte deux gonadotrophines, la FSH (hormone folliculostimulante) et la LH (hormone
lutéinisante) qui vont agir sur les cellules de Sertoli et les cellules de Leydig respectivement. Dans la cellule de
Sertoli, la FSH stimule la synthése de son récepteur (FSHR) et active la sécrétion d’'une protéine de liaison des
androgenes (ABP). La cellule de Sertoli sécréte également I'hormone peptidique inhibine, qui inhibe la
sécrétion de FSH. Dans la cellule de Leydig, LH stimule la sécrétion de la testostérone qui va agir dans la
cellule de Sertoli en se liant a la protéine ABP. La testostérone circulant dans le sang inhibe en retour la
sécrétion de LH par un rétrocontrdle négatif.



c) Régulation centrale de I'activité exocrine

Concernant le contréle de la spermatogenese (Figure 20), la FSH et la testostérone
sont les deux hormones clés. Elles ont un réle prépondérant dans le contrble de la
spermatogenése. Elles agissent via les cellules de Sertoli, qui possedent les récepteurs de la
FSH a leur surface (FSHR) et ceux de la testostérone dans leur noyau. La FSH contréle la
prolifération des cellules de Sertoli pendant la période néonatale et pré-pubertaire. Elle régule
la sécrétion de nombreux facteurs synthétisés par les cellules de Sertoli qui jouent un r6le

important dans la spermatogenese (MclLetat., 2002; Sadate-Ngatchou et al., 2004).

Les sécrétions de LH et de FSH sont sous contrdle de I'hypothalamus via la sécrétion de

GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone).

La testostérone, produite par les cellules de Leydig sous l'action de la LH, est indispensable a
linitiation et au déroulement de la spermatogenese, qu’elle stimule et qu’elle maintient par
une action paracrine. Ses récepteurs sont situés sur les cellules de Leydig, les cellules de
Sertoli et les cellules myoides péritubulaires, dont elle régule les fonctions. Contrairement a la
testostérone, la FSH n’est pas indispensable au maintien de la spermatogenese. En effet, les
études réalisées chez des souris invalidées directement pour la FSH ou son récepteur,
montrent que la spermatogenése peut étre conservée (ceci a également été montré chez
’homme, chez des patients porteurs d’une mutation inactivant le récepteur de la FSH)
(Themmen and Huhtaniemi, 2000; Huhtaniemi, 2003).

Il est connu que la FSH régule également l'activité sécrétoire des cellules de Sertoli, en

stimulant ou en inhibant la synthése de facteurs locaux.

De plus, en réponse a l'action de la testostérone, de nombreux facteurs sont sécrétés par les
cellules de Sertoli (Denolet et.a2006).

La testostérone et la FSH jouent un réle dans I'assemblage/déassemblage des jonctions entre
cellules de Sertoli. Ces deux hormones pourraient donc avoir une implication dans le
processus de migration des cellules germinales au sein de I'épithélium séminifere et de
spermiation (O'Donnelkt al., 2000; Denoletet al., 2006; Slukaet al., 2006). Mais, les
sécrétions sertoliennes ne sont pas régulées que par ces deux hormones, elles sont également

régulées par les cellules germinales elles méme via la synthése de facteurs paracrines. Le
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TNFa (Tumor Necrosis Facton) est sécrété par les spermatocytes pachytenesset le
spermatides rondes. Il a pour réle d’inhiber la production sertolienne d’inhibine et de stimuler

celle de lactate et de transferrine (Benahmed, 1997).

Les liens entre les facteurs hormonaux et les facteurs locaux impliqués dans le controle de la
spermatogenése sont extrémement complexes. De nombreux facteurs de croissance sont sous
la dépendance d’'une régulation hormonale et inversement. Par exemple, la synthése du FGF2
est stimulée par la FSH (Mullaney and Skinner, 1992), alors que le. €Xiérce un effet
antagoniste sur la FSH (Benahmed, 1997). Ainsi, les cellules de Sertoli exercent un réle
important sur l'initiation et le maintien de la spermatogenése, en recevant les signaux locaux
et hormonaux. En retour, les cellules germinales contr6lent I'activité des cellules de Sertoli et

leur réponse aux hormones et facteurs paracrines.
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Figure 21: Ontogenése de la gonade male chez 'Homme

A 4 semaines de développement, la créte génitale est visible. Elle comporte les cellules germinales. Elle se
développe a cbOté de la créte mésonéphrétique, qui comporte le futur canal de Wolff.

B. Apres 6 semaines de développement, le canal de Miller est apparu dans la créte mésonéphrétique. Les
cordons sexuels primitifs se développent a partir de I'épithelium de la créte génitale.

C. Au stade 8 semaines, les cordons sexuels, vont se développer en pénétrant dans le tissu conjonctif et former
un réseau relié au niveau interne par les cordons du rete testis. L'extrémité de I'ensemble des cordons sexuels va
se détacher de I'épithélium de la créte génitale. Ces cordons seront séparés par une matrice extracellulaire,
l'albuginée.

D. Au stade 16 semaines, les cordons sexuels ou testiculaires contenant des cellules germinales (précurseurs
des gameétes) se développent, augmentant alors la taille du testicule. Le réseau formé par les cordons
testiculaires et les cordons du rete testis est relié au canal déférent par les canaux efférents (reliquat de tube
mésonéphrétique).



C.Ontogeneése et mise en place des cellules de Sertoli

Les cellules de Sertoli apparaissent tres tét au cours de la vie embryonnaire ou elles se
multiplient et jouent un role crucial dans 'organisation architecturale du testicule. Lors de la
période foetale et néonatale, elles proliferent et jouent un rble dans [linitiation de la
spermatogenése. Leurs caractéristiques changent au moment de la puberté. Enfin, dans le
testicule adulte, elles régulent le cycle spermatogénétique et la production continue des

spermatozoides.

1) Prémices au développement de la gonade male

Les gonades sont d’origine mésodermique et se différencient selon une chronologie
précise (Figure 21) qui passe par une phase initiale identique dans les deux sexes, on parle de

gonade indifférenciée puis, il y a établissement du dimorphisme sexuel.

Une premiere ébauche de la gonade se développe a la surface du mésonéphros de I'embryon,
dont la paroi s’épaissie pour former la créte génitale. Deux facteurs sont importants pour le
développement de la créte génitale : Sf-1 (Steoidogenic factor 1) et WT1 (Wilms tumor 1).
Chez la plupart des mammiferes, cette premiere ébauche est qualifiée de bi-potentielle, car
elle possede la propriété d’évoluer en testicule ou en ovaire selon les signaux génétiques

gu’elle recoit.

Le géne contrblant le déterminisme sexuel chez les males est le gene SRY. Il est
localisé sur le bras court du chromosome Y. Quand ce gene est présent, il y a différenciation
des cellules de Sertoli a partir de de I'épithélium coelomique. Il s’agit du premier événement
au cours de la différenciation de la gonade en testicule. Le gene Sox9 est également un gene

important pour cette détermination.

2) Développement des cellules de Sertoli

Les cellules de Sertoli jouent un réle crucial dans la mise en place de la gonade et dans
la différenciation male au cours de la vie intra-utérine. Pendant la gestation, les cellules de

Sertoli sont les premieres cellules a se différencier au sein de la gonade indifférenciée, ce qui
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permet notamment la mise en place des cordons testiculaires, la prévention de I'entrée en
méiose des cellules germinales, ainsi que la différenciation des cellules de Leydig (Swain and
Lovell-Badge, 1999; Koopman, 2001 and 2005; Brennan and Capel, 2004; Sharpe 2006).

a) Développement embryonnaire et pré-natal

Il'y a une premiere phase de prolifération des cellules de Sertoli durant la vie fcetale et
cette phase est indépendante de la FSH. Les cellules de Sertoli immatures forment alors des
agrégats entre elles et entourent progressivement les cellules germinales primordiales (PGC)
pour former les cordons testiculaires, qui sont les précurseurs des tubes séminiféres du
testicule adulte, et qui isolent les PGC du compartiment interstitiel. Les PGC naissent a partir
d’'une sous-population de cellules souches embryonnaires dans une zone proche de
'ectoderme extra-embryonnaire (appelée épiblaste) a un stade précoce du développement
embryonnaire. Elles proliferent et migrent ensuite jusqu’au territoire occupé par la future

gonade.

Les cellules de Sertoli synthétisent des facteurs locaux qui d’'une part inhibent I'entrée
en meéiose des PGC, et d'autre part entrainent la migration de cellules mésenchymateuses qui
se différencieront en cellules péritubulaires ou en cellules de Leydig. Parmi les facteurs
sécrétés par les cellules de Sertoli, le FGF9 (Fibroblast Growth Factor 9), qui est une
molécule de signalisation impliquée dans de nombreux processus du développement, pourrait
jouer un role clef. En effet, FGF9 serait impliqué dans la prolifération et la migration des
cellules du mésenchyme au sein du testicule en formation, ainsi que dans la différenciation
des cellules de Sertoli par un processus de régulation autocrine (&alin2001). D’autres
facteurs de type IGF, synthétisés par les cellules de Sertoli, joueraient un rdle crucial dans la
différenciation des cellules de Leydig.

Les cellules de Leydig foetales commencent alors a produire la testostérone. La testostérone
va alors induire le développement des canaux de Wolff en épididymes, canaux déférents et

vésicules séminales.

Les cellules de Sertoli synthétisent I'hormone anti-Mullérienne, AMH qui entraine la
régression des canaux de Miller. Chez la femelle, ce sont ces canaux qui sont a I'origine des
trompes, de l'utérus et de la partie supérieure du vagin. L'AMH est également délétere pour

'entrée en méiose des cellules germinales (Jetsalg 1998).
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Figure 22: Prolifération post-natale des cellules de Sertoli chez la souris (adapté de Joyce et

al., 1993)

La prolifération des cellules de Sertoli débute durant la vie faetale, il y a une premiére phase de prolifération
avant la naissance. Puis, a la naissance, il y a un pic de prolifération. Les cellules de Sertoli proliférent jusqu’a
la mise en place de la barriere hémato-testiculaire, vers 12-15 jours post-partum chez la souris. A la puberté, le
stock définitif de cellules de Sertoli est constitué. Les cellules se différencient pour donner des cellules de

Sertoli matures.



b) Développement néo-natal et pré-pubertaire

A la naissance, les cellules de Sertoli représentent 80% des cellules du tube séminifére
(Bellve, 1993). Elles sont morphologiquement différentes de celles des souris adulte. En effet,

elles ont des formes irrégulieres et leur noyau contient un a deux nucléoles.

La période néonatale est caractérisée par la croissance importante des cordons testiculaires
avec une phase de proliféeration des cellules de Sertoli. Cette période est également
caractérisée par l'initiation de la spermatogenése (différenciation des pro-spermatogonies en

spermatogonies et entrée en méiose de certaines d’entre elles).

La prolifération des cellules de Sertoli est une étape cruciale (Figure 22), puisque de leur
nombre va dépendre la taille du testicule, ainsi que la production spermatique chez I'adulte
(rat: Orthet al., 1988). La durée de prolifération sertolienne est variable selon les especes.
Une fois le processus de prolifération terminé, le stock de cellules de Sertoli adulte est
constitué de maniére définitive. Chez 'homme, les cellules de Sertoli proliferent pendant la
période néonatale et péripubertaire (Shaatpal., 2003). Chez la souris, il y a une phase de
prolifération embryonnaire puis, une autre en post-natale (Samsfard1967). Au cours des

10-12 premiers jours apres la naissance, les cellules de Sertoli se divisent par mitose
(Vergouwenet al., 1993). Cette prolifération atteint un pic juste aprés la naissance. Puis,
progressivement, la prolifération des cellules de Sertoli est ralentie, et celles-ci commencent
un processus de maturations morphologique et fonctionnelle (Seagbe 2003). Chez la
souris, a I'age de 10-12 jours, les cellules de Sertoli ont obtenu leur structure définitive. Elles
deviennent alors incapables de proliférer (Clermont and Perey, 1957). Les changements
morphologiques sont bien visibles : leur noyau s’est élargi et le nucléole est devenu plus
visible. Elles se sont allongées et ont émis des ramifications qui forment des zones de jonction
avec les cellules germinales. Les cellules de Sertoli positionnées de maniére adjacente mettent
en place des connexions étroites entre elles. Ceci permet la formation d’'un compartiment
adluminal a l'intérieur duquel les processus méiotiques et post-meiotiques prendront place. Ce
compartiment isole les cellules germinales de la circulation sanguine, en formant la barriere

hémato-testiculaire, constituée des jonctions serrées.

En se différenciant, la cellule de Sertoli acquiert également un certain nombre de

caractéristiques marquantes. Elle perd I'expression du gene de 'AMH. Elle acquiert les
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Figure 23: Niveaux circulants des hormones durant le développemnt post-natal chez la souris
(Adapté de : Jean-Faucher et al., 1983 pour LH et FSH ; Hadj-Sahraoui et al., 2000 pour la T3 et Wu et al.,

2010 pour la testostérone).



récepteurs aux androgenes. Cette maturation des cellules de Sertoli est induite par la FSH, la
testostérone et les hormones thyroidiennes (Sharpe 208i3; Sharpe, 1994).

c) Développement post-pubertaire

Au sein de I'épithélium séminifere du testicule adulte, la cellule de Sertoli apparait
comme une grande cellule pyramidale qui s’étend sur toute la hauteur de cet épithélium,
depuis la membrane basale jusqu’a la lumiére du tube. En microscopie optique, seul le noyau
cellulaire est visible, et la membrane cytoplasmique est indiscernable. Le noyau, avec sa
forme typique, grossierement triangulaire et a contours irréguliers, présente un nucléole bien
visible. Il occupe une position basale. Au sein de I'épithélium, les cellules de Sertoli jouent un
réle crucial dans le développement des cellules germinales et dans la régulation de la
spermatogenese. Comme détaillé dans le chapitre B.3, ce sont elles qui recoivent les messages
hormonaux (FSH et testostérone) et les signaux locaux (paracrines ou autocrines), ce qui leur
permet de sécréter d’autres facteurs qui moduleront leurs propres fonctions, mais aussi celles
des cellules germinales et des cellules de Leydig (Walker and Cheng, 2005). Elles sécretent
notamment des facteurs tels que le BGIEs enzymes IDO et I'activine A qui ont un role

immunosupresseur tres important.

Dans le tube séminiféere murin adulte, les cellules de Sertoli post-mitotiques représentent
approximativement 3% des cellules du tube séminifere et ce sont les seules cellules

somatiques en contact direct avec les cellules germinales (Bellve, 1993).

d) Niveaux circulants des hormones pendant le développement post-natal

Durant la période post-natale, la T3 est sécrétée des la naissance, avec un pic a 15jpp
(Figure 23). Sa sécrétion décroit ensuite jusqu’a environ 21jpp puis, son niveau reste stable a
'age adulte. Le niveau de FSH circulant augmente de la naissance jusqu’a I'age adulte. Le
niveau de la LH est augmenté apres la puberté. Concernant la testostérone, sa sécrétion est
fortement augmentée au cours de la période post-natale. La prolifération des cellules de
Sertoli diminue alors que la sécrétion de la T3 augmente, le contréle de la prolifération est T3-

dépendant.
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lll. Régulation de la balance

prolifération/differenciation des cellules de Sertoli

Comme détaillé precédemment, les cellules de Sertoli proliferent en deux temps, une
premiere phase pendant la vie feetale puis, la seconde pendant la vie post-natale. Elles cessent
ensuite de proliférer, cela coincide avec la mise en place de la barriere hémato-testiculaire
(Vitale et al., 1973) et la formation des lumiéres des tubes (Gondos and Berndston, 1993).
Une fois la prolifération terminée, le nombre de cellules de Sertoli est alors considéré comme
stable et définitif pour le reste de la vie (Steinberger and Steinberger, 1971; Nagy, 1974). La
prolifération des cellules de Sertoli est contrélée par la FSH ainsi que par les hormones
thyroidiennes, qui agissent via des récepteurs spécifiques (Holsberger and Cooke, 2005;
McLachlan et al., 2002; Walker and Cheng, 2005). Ces deux hormones ont un role
antagoniste : la FSH stimule la prolifération sertolienne, alors que les hormones thyroidiennes
ont un role inhibiteur. Les oestrogenes pourraient également stimuler la prolifération des
cellules de Sertoli (O'Donnell et.al2001).

A. Action de la FSH et autres facteurs

La FSH est connue pour étre un important mitogéne pour les cellules de Sertoli
immatures, a la foig vitro etin vivo (chez le rat: Griswolet al., 1975 and 1977; Ort#t al.,
1984 and 1990; Meacheehal., 1996; chez la souris: Singh and Handelsman, 1996). C’est la
FSH qui induit la derniere vague de prolifération, qui va déterminer la taille du testicule
adulte et donc le rendement spermatogénique. Le premier a avoir montré I'effet mitogéne de

la FSH sur les cellules de Sertoli (de rat) est Murphy, en 1965.

La FSH est produite par I'antéhypophyse des le développement foetal. Puis, le niveau de FSH

continue d’augmenter pendant le développement post-natal précoce.

En 2001, Crépieux et ses collaborateurs ont montré que les effets mitogénes de la FSH sur les
cellules de Sertoli de rat a 5jpp entrainent une augmentation de I'expression de la cycline D1
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Chez les souris hypogonadiques (hpg), les taux circulants de LH et FSH sont trés faibles. Ceci
entraine une diminution de 35% du nombre de cellules de Sertoli (Baker and O’Shaughnessy,
2001). La méme chose est observée chez les souris KO pour la soys-amité FSH : le
nombre de cellules de Sertoli est diminué de 30 a 39% (Wrefaid 2001).

La FSH a donc un réle tres important. Elle agit via ses récepteurs, les FSHR, présents sur les
cellules de Sertoli.

En 2004, Allan et ses collaborateurs ont démontré via des modeles de souris transgéniques
gue la prolifération compléte des cellules de Sertoli peut se faire grace a l'activité de la FSH

et en absence totale de LH.

Chez 'homme, des récepteurs a la FSH non fonctionnels induisent des testicules plus petits,
suggérant un nombre de cellules de Sertoli fortement diminué et une activité de
spermatogenése diminuée, bien que certains de ces hommes soient fertiles (Tagaalainen
1997). Plusieurs études ont montré que I'absence de FSH conduit a une baisse de la fertilité
(Kumar et al, 1997; Krishnamurthet al., 2000).

Si I'on considére les cellules de Sertoli capables de se diviser malgré I'absence de FSH, cela
suggere que d’autres facteurs paracrines sont importants pour obtenir un nombre adéquat de
cellules de Sertoli pour un testicule parfaitement fonctionnel. Des étuddso ont montré

sur les cellules de Sertoli des effets mitogénes de ces facteurs. Parmi ces facteurs, il y a
notamment les IGF-1, le FGF et le GDNF (rat: Borland gt1884; porc: Jaillard et 311987;

rat: Huet al., 1999; Kharet al., 2002). Ces facteurs peuvent étre produits par les cellules de
Sertoli elles-méme (voir chapitre précédent).

D’autres facteurs sont aussi impliqués dans cette régulation (et produits également par les
cellules de Sertoli elles-mémes). L'inhibine est impliquée dans cette régulation via son action
de feedback négatif sur la FSH (de Kretsktral., 2000). En 1995, Boitani et ses
collaborateurs ont démontré que les cellules de Sertoli de rat répondent a l'activine en
influencant leur prolifération, I'activine ayant une fonction de stimulation de la sécrétion de la

FSH par I'hypophyse, a 'inverse de I'inhibine.

Les oestrogenes peuvent aussi agir sur les cellules de Sertoli et influencer I'action de la FSH
(chez la souris: MacCalmaat al., 1997). La testostérone et I'acide rétinoique sont connus

pour inhiber la prolifération des cellules de Sertoli immatures (rat: Buezard 2003).
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Figure 24: Action de la T3 sur le développement testiculaire (d’aprés Holsberger et Cooke,

2005)

Dans un cas normal d’euthyroidie, la phase de prolifération des cellules de Sertoli a une durée normale, elle est
suivie de leur maturation. Le testicule présente alors une taille normale.

Dans le cas d'une hyperthyroidie, la phase de prolifération des cellules de Sertoli est considérablement

diminuée. Le testicule est alors de taille restreinte et le rendement spermatique est diminué.

Dans le cas contraire, I'hyperthyroidie conduit a un allongement de la phase de prolifération des cellules de

Sertoli. Le testicule est plus gros car le nombre de cellules de Sertoli est augmenté, ce qui induit une

augmentation du rendement spermatique.



B. Régulation via I'hormone thyroidienne T3

Les études chez la souris conduites par Holsberger et ses collaborateurs (2003) ont
montré que I'hormone thyroidienne est le signal initiateur de I'arrét de la prolifération des
cellules de Sertoli et de leur entrée en différenciation.

Les hormones thyroidiennes ont un réle important chez les Mammiféres (et les Amphibiens).
Elles sont impliquées dans la croissance, le développement et le métabolisme. Dans le
testicule, la triiodothyronine T3 est connue pour jouer un réle clé dans le développement (rat:
Jannini et al, 1984; Buzzard et al 2000).

Plusieurs études ont montré que des changements des niveaux d’expression des hormones
thyroidiennes pendant le développement testiculaire affectent la maturation testiculaire et par

conséquence la reproduction (Figure 24) (rat: Jannini,et 8b5).

Dans de nombreuses especes, un hypothyroidisme néonatal entraine une augmentation du
poids testiculaire (rat: Coolat al., 1991). De plus, il a été montré chez le rat que des niveaux
d’hormones thyroidiennes tres hauts durant la période néonatale entraine une diminution du
poids testiculaire et de la production spermatique (Van Haestr, 1993; Cookest al.,

1994; Palmero et @l 1995; Arambepola et g11998).

La T3 est responsable de 'augmentation du niveau dARNm des récepteurs aux androgenes
dans les cellules de Sertoli post-natales alors que la testostérone est impliquée dans la
différenciation et la survie des cellules de Sertoli immatures (rat: Walczak-Jedrzegiwska

al., 2004). Il a été également démontré que la T3 stimule la prise de glucose par les cellules de
Sertoli de rat immatures (Ulisst al., 1992) et la sécrétion d'IGF-1, celle-ci stimulant la

synthese d’ADN dans les cellules germinales mitotiques de rat (Padtvar01990).

Toutes ces études démontrent bien I'importance de la T3 pour le développement testiculaire et
son importance dans la régulation de la balance prolifération/différenciation des cellules de
Sertoli.
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1) Les déiodases testiculaires

Les déiodases sont les enzymes qui convertissent la T4 en sa forme active T3. Elles
modulent la concentration en hormones dans les tissus et donc leur action. Leur présence a été
démontrée dans les testicules des rongeurs, a la fois durant la vie fcetale et a I'age adulte
(Bateset al., 1999; Wagneet al., 2003; Wajnekt al., 2007). Dans le testicule de rat, il a été
montré que les trois formes de déiodases D1, D2 et D3 sont présentese{Bate$999).

Pendant le développement, la forme D3 prédomine puis, elle décroit a I'age adulte. La D2 est
la forme qui est majoritairement exprimée a l'age adulte. En 2007, Wajner et ses
collaborateurs ont montré chez le rat que la D2 est exprimée dans les spermatides allongées.

Elle est absente dans les autres cellules germinales et les cellules de Sertoli.

2) RoOle de la T3 dans la prolifération des cellules de Sertoli

Chez le rat, la prolifération des cellules de Sertoli débute pendant la vie fcetale et
s’arréte a environ 16 jours post-partum (Orth, 1982; Wairaj., 1989). Chez la souris, le

timing de prolifération est le méme.

Chez le rat, il a été demontré qu’une hypothyroidie pendant la vie foetale n’a pas d’effet sur le
développement testiculaire (Francavital., 1991; Hamouli-Saiét al., 2007). Par contre, si
I’hypothyroidisme est induit chez le nouveau-né, le développement testiculaire est perturbé, il
y a des défauts de maturation des cellules germinales et de formation des tubes séminiferes
(Palmero et al., 1989; Francavillaet al., 1991). De plus, il a été montré que des
hypothyroidies transitoires, en périodes néonatale et prépubertaire, allongent la durée de
prolifération en retardant la maturation des cellules de Sertoli (Francatvélla 1991; Van
Haasteret al., 1992; Hesset al., 1993; Joyceet al., 1993; De Francat al., 1995).
L’hypothyroidisme néonatal transitoire chez le rat induit une augmentation du nombre de
cellules de Sertoli de 157% chez l'adulte (Hessal., 1993). L’hypothyroidie juvénile
transitoire provoque une cessation précoce de la prolifération des cellules de Sertoli et une
maturation plus précoce entrainant une diminution de la taille du testicule et de la production
spermatique (rat: Van Haaster et,d993; Cooke et al., 1994; Palmero et al., 1994).

La T3 a une action inhibitrice sur la prolifération des cellules de Sertoli et stimulatrice pour
leur entrée en différenciation. Ceci a été montré chez les rongeurs (Cooke et Meisami, 1991;
Joyceet al., 1993; Kirbyet al., 1992) et d’autres Vertébrés (chez la volaille par Kebal.,
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1996; chez le taureau, Majdat al., 1998; chez le tilapia, Mattet al., 2002 et chez le
hamster, Jansen et al, 2007).

Marchlewska et ses collaborateurs ont montré en 2011 que la T3 a un effet bi-phasique sur le
contr6le du nombre de cellules de Sertoli chez le rat. Il y a d’abord une phase de stimulation

de la prolifération, elle est restreinte aux premiers jours post-nataux puis, il y a la phase

d’inhibition qui apparait pendant le développement des tubes séminiféres.

La T3 apparait donc comme le signal majeur pour I'entrée en différenciation et donc I'acteur

majeur du contréle de la balance prolifération/différenciation des cellules de Sertoli.

3) Les TRs impliqués

Comme détaillé dans le chapitre I, les hormones thyroidiennes agissent via leurs
récepteurs les TRs. lls sont présents dans le testicule, de la naissance a la vie adulte (rat:
Buzzardet al., 2000; homme: Janniet al., 2000), confirmant qu’ils jouent un réle important
dans le développement testiculaire. De plus, plusieurs isoformes de TRs sont exprimées au

niveau testiculaire.

L’isoforme TRul, que ce soit sous forme ARNmM ou protéine, est ddnandans le
testicule de rat en développement et notamment dans les cellules de Sertoli @aainini
1994; Arambepola et gl 1998).

Les isoformes TR2 et TRi3 sont également exprimées dans les cellules deliSget :
Janniniet al., 1994; Arambepolat al., 1998; homme: Jannimt al., 2000). Cependant, ces

deux isoformes ne lient pas la T3 (souris: O’'Séted., 2002). Toutefois, le Té&2 peut se lier

aux TREs malgré I'absence de fixation du ligand, ce qui fait de lui un antagoniste constitutif
dans la signalisation de la T3. Il est ainsi capable d’inhiber I'expression des génes cibles de la
T3. Parmi les produits du gerliéHRA, lisoforme TRyl apparait donc comme l'isoforme

préedominante dans le contréle de la prolifération des cellules de Sertoli.

Le TRB1 pourrait également étre impliqué dans le dévelogme des cellules de Sertoli. En
effet, Tagami et ses collaborateurs ont montré en 1993 quefi& &8 exprimé dans le
testicule de rat au cours du développement. De plus, les ARNm [ieSORt exprimés dans
les testicules de rats juvéniles et adultes (Baal., 2003). Les ARNm de TR ont

70



également été détectés dans des cellules de Sertoli de rats prépuberes @almerdos;
Buzzardet al., 2000). lls ont également été détectés chez d’autres espéces comme le verrat
(Palmeroet al., 1995). Toutefois, d’autres études ont montré que IglTiRest pas détecte

dans les cellules de Sertoli de rat et humaines (Jaanati, 1994 and 2000; Canaét al.,

2001). Le TR2 lui n'a pas été trouvé dans le testicule. Ceptaur est principalement

détecté dans le systéme nerveux.

Les effets de la T3 sur les cellules de Sertoli semblent donc impliquéls€tleu TR1. Les
souris TRRKO et TR3KO ayant été générées (Forrestal., 1996; Fraicharat al., 1997,
Wikstromet al., 1998; Gauthieet al., 2001), Holsberger et ses collaborateurs ont étudié leurs

phénotypes testiculaires afin de discerner I'implication de chaque isoforme (2005).

Le TRal est critique pour la mise en place de la lumi@®tdbes séminiferes. Cette mise en
place est un bon indicateur de I'effet de la T3 sur les cellules de Sertoli car I'apparition des
lumieres est stimulée par la T3. Contrairement auBKI®R chez les TRKO, le traitement a

la T3 est incapable d’induire I'apparition des lumieres au sein des tubes séminiferes donc, le
TRal est indispensable pour « médier » les premiestsetfe la T3 sur la maturation des

cellules de Sertoli.

Le TRol serait également nécessaire pour l'inhibition @eptolifération des cellules de

Sertoli et leur maturation. En effet, chez leg3K®, la prolifération des cellules de Sertoli est
diminuée et cela est d’autant plus accentué en réponse a la présence de T3. Cela suggere que
le TRB ne serait pas le récepteur responsable des affelsteurs de la T3 sur les cellules de

Sertoli.

L’'analyse des TRKO révele un phénotype comparable a ce qui est vbstiez les modeles
d’hypothyroidisme : augmentation du poids testiculaire, de la production spermatique et du

nombre de cellules de Sertoli a 'age adulte.

L’étude d’Holsberger et ses collaborateurs suggere donc que le réceptelr s€Riit
I'isoforme prédominante quant a la médiation des effets de la T3 sur les cellules de Sertoli

durant leur développement, au cours de la période néonatale.
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Figure 25: Mécanismes hypothétiques du contrdle de la prolifération des cellules de Sertoli
par la T3 (d’apres Holsberger et Cooke, 2005)

La T3 pourrait inhiber Skp2 pour réguler la prolifération des cellules de Sertoli, soit de maniére directe (1), soit
de maniére indirecte (2) via d’autres cibles de la T3 en amont de Skp2.

L’inhibition de Skp2 conduirait a une augmentation des niveaux de p27 et de p21. D'autres protéines pourraient
moduler les niveaux de p21 et p27 (3).

Les actions de ces cibles potentielles de la T3 pourraient inhiber la prolifération des cellules de Sertoli via les
effets des protéines du cycle cellulaire, n'impliquant pas p21 et p27 ou Skp2 (4).

Sur la figure, les fleches continues indiquent des voies connues. Les fleches en pointillés indiquent des voies
hypothétiques.
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Figure 26: Mécanismes controlant le passage de G1 a S lors du cycle cellulaire (d’apres
Holsberger et Cooke, 2006)

Les cyclines D sont associées aux kinases dépendantes des cyclines Cdk4 et 6. La cycline E est associée a la
Cdk2. Les complexes cycline/Cdk, une fois activés, vont phosphoryler les protéines pRb, p130 et p107. Leur
phosphorylation va permettre la libération du facteur de transcription E2F. E2F peut alors activer la
transcription de génes cibles en entrainant le passage de G1 a S du cycle cellulaire.

Il existe une régulation de ce passage de G1 a S via deux familles de protéines: la famille des protéines Ink4
(comprenant p15, pl16, p18 et p19) et la famille des Cip/Kip (comprenant p21, p27 et p57). Ces protéines ont
pour rdle d’inhiber I'activité kinase des complexes cycline/Cdk.




4) La T3 et les mécanismes supposeés impligués dans la prolifération des

cellules de Sertoli

Les mécanismes par lesquels la T3 arréte la prolifération et induit la différenciation

des cellules de Sertoli sont a I'heure actuelle inconnus (Figure 25).

Des études récentes posent I'hypothése que la T3 pourrait contrdler la prolifération des
cellules de Sertoli en agissant via des CDKIs spécifiques, appartenant a la famille des
protéines qui intéragissent directement avec le cycle cellulaire, p21Cipl et p27Kip
(Holsbergeret al., 2005). Ces acteurs seraient régulés par Skp2, qui serait lui-méme réguler
par la T3 mais, ceci n’est qu’hypothétique.

Concernant les mécanismes généraux contrélant le passage G a S lors du cycle
cellulaire. Le contrdle de la prolifération met en jeu des acteurs du cycle cellulaire (Figure
26). Il y a des protéines clés pour la progression du cycle cellulaire et le passage du point de
restriction G1. On trouve la catégorie des cyclines. Les cyclines D sont associées aux kinases
dépendantes des cyclines Cdk4 et 6. La cycline E est associée a la Cdk2. Les complexes
cycline/Cdk, une fois activés, vont phosphoryler les protéines pRb, p130 et pl07. La
phosphorylation de ces petites protéines va permettre la libération du facteur de transcription
E2f. E2f peut alors activer la transcription de génes cibles en entrainant le passage de G1a S

du cycle cellulaire.

Il existe une régulation de ce passage de G1 a S via deux familles de protéines: la famille des
protéines Ink4 (comprenant p15, pl16, p18 et p19) et la famille des Cip/Kip (comprenant p21,
p27 et p57). Ces protéines ont pour réle d’inhiber lactivité kinase des complexes
cycline/Cdk. Les protéines de la famille Ink4 sont connues pour inhiber les complexes
cyclines D1/ D2 et Cdk4/6. Les p21Cipl et p27Kipl peuvent inhiber également ces

complexes mais également les complexes cyclineE/Cdk2.

p27Kipl est connu dans plusieurs types cellulaires pour jouer le réle de régulateur de la
prolifération (fibroblastes murins: Coats al., 1996; prostate humaine: Let al., 2002,
oligodendrocytes de rats: Tokumatbal., 2002). Son expression est inversement corrélée
avec la prolifération des cellules de Sertoli chez 'lhomme et chez la souris (Beuaher

1999).
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Les souris p27KO, p21KO et double KO présentent de gros testicules avec un nombre de
cellules de Sertoli et une production spermatique augmentés (Holsketrger 2003;
Holsbergert al., 2005).

L'implication de p2l1 et p27 comme mécanisme expliquant le contréle de la balance
prolifération/différenciation par la T3 n’est gqu’hypothése, en effet, cela n’a jamais été
démontré et I'article d’Holsberger et ses collaborateurs ne se base que sur des corrélations.

Invitro etin vivo, dans des cellules de Sertoli, il a été montré que la T3 induit I'expression de
deux CDKIls, p27Kipl et p21Cipl et qu’'un hypothyroidisme est corrélé a la diminution de
I'expression de p27Kipl (rat : Buzzard et,glsouris : Holsbergeat al., 2003).

Toutes ces études suggerent donc que l'effet suppresseur de la T3 sur la prolifération des
cellules de Sertoli pourrait impliquer des acteurs du cycle cellulaire. Toutefois, les
mécanismes sont inconnus. De plus, nous ne savons pas s'il existe une action directe ou

indirecte de la T3 sur le testicule.

La T3 pourrait réguler la prolifération des cellules de Sertoli via un autre mécanisme
impliquant la connexine Cx43, qui est une protéine des jonctions gap (Holstieage?005;

Gilleron et al., 2006). En effet, il a été suggeré I'implication de, la connexine Cx43. L’effet
inhibiteur de la T3 sur la prolifération des cellules de Sertoli est corrélée a 'augmentation du
niveau de Cx43 dans le testicule post-natal (Gillestoal., 2006). Le KO spécifique de la

Cx43 dans les cellules de Sertoli (souris SC-Cx43KO) montre que la perte de Cx43 est
corrélée a une augmentation de la prolifération et un retard dans la maturation des cellules de
Sertoli chez la souris a I'age adulte (Brednal., 2007; Sridharast al., 2007). De plus, chez

ces souris, seules des cellules de Sertoli et des spermatogonies sont observées, le KO de la
Cx43 empéche donc l'initiation de la spermatogenése et conduit a une infertilité (Sridharan et
al., 2007).

5) T3 et marqueurs de maturation des cellules de Sertoli

Il existe différents marqueurs de I'état de maturation des cellules de Sertoli.

La maturation des cellules de Sertoli est une cascade de changements qui affectent leurs

morphologie et leurs fonctions (Shamieal., 2003; Brehm et Steger, 2005). Ce processus est
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caractérisé par la perte ou le gain de protéines ou molécules spécifiques associées a la
différenciation des cellules de Sertoli (Sharpe et al., 2003).

La T3 affecte I'expression de plusieurs de ces marqueurs. En effet, les hormones
thyroidiennes sont également connues pour stimuler la synthése de protéines dans les cellules
de Sertoli immatures (Palmeebal., 1995 et 1996). La T3 et la T4 induisent I'accumulation
d’acides aminées dans les cellules de Sertoli (Menegaz 20816).

La T3 inhibe de I'expression de TAMH. Chez le rat, un hypothyroidisme néonatal retarde la
chute de I'expression des ARNm de 'AMH (Buniekal., 1994). Les cellules de Sertoli
néonatales de rats en culture, traitées a la T3, montrent une diminution des ARNm de 'AMH
(Arambepola et al, 1998).

Cependant, une étude a montré chez des rats pré-pubéres que le taux d’AMH des cellules de
Sertoli décline avec 'age sans que le statut thyroidien soit impliqué, suggérant que la T3 n’est

pas impligué (Mendis-Handagama et Siril Ariyaratre, 2008).

Chez la souris, la T3 diminue I'activité aromatase des cellules de Sertoli par inhibition directe
de la transcription du géene de I'aromatase (Cataéhrad, 2003).In vitro, si on traitedes

cellules de Sertoli de rats prépuberes a la T3, il y a diminution de I'expression de 'aromatase
(Ulisseet al., 1994; Palmeret al., 1995; Andoet al., 2001). Or, I'activité de I'aromatase
disparait dans les cellules de Sertoli matures. La perte de I'activité de 'aromatase est le signe

de la maturation finale des cellules de Sertoli chez le rat (Sharpe20@8).

La T3 est également impliqué dans la régulation de I'expression de composants de la
membrane basale comme la laminine, I'entactine et le collagéne de type IV dans les cellules
de Sertoli de raten vitro. La T3 augmente le nombre de cellules exprimant la laminine et
'entactine alors qu’elle diminue le nombre de cellules exprimant le collagene de type IV
(Ulisse et al, 1998).

Ces étudesn vitro suggerent que la T3 en induisant des changements des composants de la
membrane basale pourrait influencer la différenciation morphologique et/ou le maintien de

I'état différencié des cellules de Sertoli. Mais, cela n'a jamais été montré in vivo.
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6) Effets de la T3 sur le métabolisme du glucose des cellules de Sertoli

Le développement des cellules germinales dans les tubes séminiferes dépend des
sécrétions des cellules de Sertoli. Les cellules de Sertoli métabolisent le glucose. Elle le
convertisse en lactate, qui sert de substrat énergétique aux cellules germinales &utte
1981; Robinson et Fritz, 1981; Mita et Hall, 1982; Grootegaedl., 1986). La T3 stimule la
production de lactate dans les cellules de Sertoli immatures (Paleheab, 1995).
L’augmentation de la production de lactate est associée a I'augmentation du taux d’ARNm du
transporteur Glut-1 (Ulisset al., 1992). Cette augmentation est le mécanisme qui pourrait
expliquer 'augmentation de la production de lactate mais, I'action directe de la T3 sur le
promoteur du géene Glut-1 n’est pas démontrée car il n'y a pas de TRE dans cette région
(Carosa et al., 2005).
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L’objectif de mon travail de thése était de mieux comprendre les réles de I’hormone
thyroidienne T3 dans le contrdle de la balance prolifération/différenciation des cellules de

Sertoli a I'aide de modeles d’invalidation génomiques chez la souris.

Comme cela a été décrit dans l'introduction générale, les hypo et hyperthyroidies,
d’origine pathologique chez 'lhomme ou expérimentale chez I'animal de laboratoire, altérent

la fonction testiculaire.

De nombreuses étudés vitro ont suggere le rble direct de la T3 dans le contréle de la
prolifération des cellules de Sertoli et dans la différenciation des cellules de Leydig et le
contrble de leur activité stéroidogene. Cependant, l'interprétation de ces mécanismes en
dehors du contexte physiologique reste difficile a extrapoler a I'échelle de I'organisme car
I'approchein vitro ne prend pas en compte la complexité des régulations indirectes et des
rétro-contrdles hormonaux. Un autre degré de complexité s’ajoute: c’est celui de I'existence
de plusieurs récepteurs a la T3. Ainsi, l'utilisation des outils de génomique fonctionnelle
utilisant des modeles transgéniqueshoc paraissent pertinents pour identifier les rbles de

ces récepteurs a la T3 dans les fonctions des cellules testiculaires.

Nous nous sommes particulierement intéressés au réceptelly déht I'invalidation
totale a été réalisée par Gautheeal. (2001) et dont le phénotype testiculaire a été décrit par
Holsbergeret al. (2005). Ces auteurs ont suggéré I'implication de ce réceptaur d&hs le
contréle de la prolifération des cellules de Sertoli. C’est pourquoi suite a cette publication, il
nous est apparu pertinent de poursuivre I'étude de la fonction de ce récepidudali? le
testicule: 1- en disséquant son niveau d’action testiculaire en étudiant son réle dans les
cellules de Sertoli (stade post-natal) et les cellules de Leydig (chez I'adulte); 2- en évaluant

implication de sa forme mitochondriale p43.

Pour atteindre ces deux principaux objectifs de ma these, nous avons analysé plusieurs
lignées de souris transgéniques présentant soit une invalidation des génes codants pour les
récepteurs TR1 et p43, soit une modification génomique sur leisodu récepteur T\. En
effet, comme indiqué dans l'introduction générale, lenITRnhibe la transcription de génes
cibles en absence de T3 (aporécepteur, lié aux co-répresseurs) et, la stimule en présence de T3
(holorécepteur, lié aux co-activateurs). Dans le cas de la ligne&KQRI'absence de
récepteur fonctionnel conduit & une transcription basale des genes cibles, situation moins

délétére que la présence de la forme aporécepteur. De ce fait, pour aborder I'impact répresseur
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du récepteur, nous avons utilisé un modele de souris exprimant un récepteur dominant négatif
du TRul, le TR™™' (Quignodonet al., 2007), qui permet de mimer une hypothyroidie, par
répression constitutive de la transcription des génes cibles. Dans ce modele, la mutation
(transformation de la leucine 400 en arginine) abolit les interactions avec les co-activateurs a
activité histone acétyltransférase. De ce fait, dans ce modeéle de dominant négatif, les co-
répresseurs sont toujours liés au TR, en absence et en présence de T3.

Dans le cadre de mon premier objectif, pour étudier le réle dd Tans les cellules
de Sertoli, nous avons fait exprinte ncepteur TR*' dans les cellules de Sertoli via
croisement avec la lignée AMH-Cre (Lécurestilal., 2002), lignée TR*™'-SC. Nous avons
également étudié le réle de dRdans les cellules de Leydig adulte afin d’étutledfet sur
I'activité stéroidogénique, via croisement avec la lignée Aromatase Cre (thése de P. Froment
et al., données non publiées). Ces deux lignées ont été phénotypées en comparaison avec le

KO général de ce récepteur.

Concernant le deuxieme objectif de ma these, on sait que leTgl#& code pour
plusieurs isoformes de récepteurs a la T3. Nous avons dans la premiére partie de cette these
démontré I'implication du récepteur nucléaireallRdans le contréle de la prolifération des
cellules de Sertoli mais, il existe un autre récepteur capable de lier la T3 et I'ADN, il s’agit du
récepteur mitochondrial p43. Aussi, nhous avons envisagé la possibilité que le génome
mitochondrial puisse étre une cible d’action de la T3 pour le controle de larrét de la
prolifération des cellules de Sertoli. Nous avons voulu discerner la part des effets génomiques
de la T3 et la part du génome mitochondrial dans cette régulation. Via I'analyse d’'une autre
lignée de souris disponible, la lignée p43KO (Blanciteal., 2011), nous avons évalué
limplication de l'isoforme mitochondriale p43 (issue de 'ARNm deoIRdans le contrble

de la prolifération des cellules de Sertoli.

78



Résultats
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|. Impact phénotypique de 'inactivation du récepteur
TRal dans les cellules de Sertoli et cellules de

Leydig, par inactivation ciblée

A. Conséquences de I'expression du dominant négatiff'Rdans

les cellules de Sertoli sur la fonction du testicule

1) Contexte

De nombreuses études ont montré que des changements dans le statut thyroidien -
hypothyroidie ou hyperthyroidie- altérent la fonction testiculaire. L’normone thyroidienne T3
agit via des récepteurs nucléaires appelés TRs. Les travaux de Cooke et ses collaborateurs
ont montré que linvalidation de ce récepteurdIRlignée TRO) conduit a un phénotype
testiculaire chez l'adulte comparable a ce que l'on peut observer dans le cas d'un

hypothyroidisme.

Du fait du contexte complexe des actions de la T3 a differents niveaux de l'axe
hypothalamus/hypophyse/testicule et de la présence de différentes isoformes de TRs, les
mécanismes cellulaires de son actionvivo sont encore méconnus. Dans le testicule,
'hypothése de I'implication de T& dans le contr6le de la prolifération des cellules

Sertoli est fortement suggérée par Holsberger en 2005.

80



TRo promoter PGKNeoR TRai1m tau-LacZ

T R —. ———

loxP loxP IRES

+ Cre

TRa promoter TRaim  taulacZ
*

— [ ) —— R
loxP =]

Transcription

Figure 27: La construction T&"

Les souris TR™' ont été créent par Frédéric Flamant (Quignodon et al., 2007). Ces souris possédent un
récepteur TR1 qui porte la mutation L400R, qui a été introduite par mutagenéese dirigée. Cette mutation
correspond a la transformation de la leucine 400 en arginine, elle abolit les interactions avec les co-activateurs a
activité histone acétyltransférase. Le récepteur”¥Rest un récepteur mutant & effet dominant négatif. Grace

a la présence de sites LoxP, l'utilisation d’'une Cre recombinase permet d’exprimer ce récepteur de facon

conditionnelle.



Nous avons décidé de tester I'hypothése que la régulation de la prolifération des
cellules de Sertoli T3-dépendante est autonome et directe viaule grRce a la disponibilité

d’outils génomiques adéquats.

Pour cela, nous avons généré la lignéeRSC. Dans cette lignée, il y a expression d’'un
récepteur dominant négatif de dR uniquement dans les cellules de Sertoli vialigatiion
de la lignée AMH-Cre.

Les souris TR™M!

ont été créent par Frédéric Flamant (Quignoeoal., 2007). Ces souris
possedent un récepteur dR qui porte la mutation L400R, qui a été introdupar
mutagenese dirigée. Cette mutation correspond a la transformation de la leucine 400 en
arginine, elle abolit les interactions avec les co-activateurs a activité histone acétyltransférase.
Le récepteur TR™' est un récepteur mutant & effet dominant négatif. Grace a la présence de
sites LoxP, l'utilisation d’'une Cre recombinase permet d’exprimer ce récepteur de fagon
conditionnelle. La mutation L400R a été introduite dans la séquence d’ADNc alke paR
mutagenése dirigée. Un vecteur d’expression conditionnelle a été construit pour exprimer de
facon conditionnelle le T&RLL400R ainsi qu'un gene rapporteur Tau-LacZ. Il prasence

d'une séquence IRES (Internal Ribosome Entry site). Elle permet d’initier la traduction a
lintérieur d’'un transcrit. L’expression conditionnelle consiste en [l'utilisation du systéme
Cre/LoxP (Figure 27). En amont de la séquencelIlRO0OR/IRES/Tau-LacZ, la construction
possede une cassette floxée contenant le géene de résistance a la néomycine NeoR et un signal
de polyadénylation qui arréte la transcription. Cette cassette bloque I'expression et du
récepteur muté et, du géne rapporteur. Lorsque la recombinase Cre est exprimée, la cassette
est excisée, le T\l muté est exprimé, de méme que le géne rappoitauconstruction a

ensuite subit une recombinaison homologue dans des cellules souches embryonnaires. Les
clones cellulaires détectés comme recombinants ont ensuite été injectés dans des blastocystes

pour I'obtention des fondateurs de la lignéext.

Nous avons croisé les souris homozygotes™ MR avec la lignée hétérozygote AMH-Cre

pour faire exprimer le récepteur dominant négatif uniquement dans les cellules de Sertoli dés
14,5 jpc (Lécureuilet al., 2002). Les animaux d'intérét sont nommésaTR-SC et les
témoins, présents dans les portées, sont nommeés Cre-. Dans ce modéle, seule ladbrme TR

est mutée.
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Figure 28: Expression de TR dans le testicule de souris

L'’ARNm de TRol est détecté par RT-PCR (720pb) dans le testicule entier de O jpp a 22 jpp et dans des
fractions enrichies de cellules de Sertoli et de cellules interstitielles provenant de testicules a 10 jpp.

En contrble, I'expression de I'actine (411pb) est présentée.



Les souris TR®® (aussi notées Td®) ont été caractérisées par Karine Gauthier (Geuhi

al., 2001). Elles ont été utilisées par Holsberger et collaborateurs pour leurs études. Ces souris
sont KO pour l'isoforme TR1, qui est issue du gedélRA. Nous les avons utilisés pour les
comparer aux souris T®"'-SC afin de faire la part des niveaux de I'axe impliqués dans le

contrble de la prolifération des cellules de Sertoli par la T3.

2) Résultats et discussion

L’ensemble des résultats est présenté dans l'article 1 « Thyroid hormone limits post-
natal Sertoli cell proliferation by activation of its alphal isoform IRreceptor and
regulation of Cdk4/JunD/c-myc mRNA levels » (soumis a Endocrinology le 21 Octobre
2011). Je vais résumer et discuter les principaux résultats, en les complétant de données

supplémentaires (figures 26 a 30).

Nous avons tout d’abord vérifieé la présence dexI'ldans les cellules de Sertoli car cette

donnée n’était pas montrée chez la souris (Figure 28).

A l'age adulte, les souris qui expriment le dominant négatié"tR dans les cellules de
Sertoli, présentent un poids testiculaire et une réserve spermatique significativement plus
élevés, comparés aux controles. Les animaux™RSC et TRO présentent une fertilité
normale. L’histologie testiculaire est également normale, tous les stades de différenciation des
cellules germinales sont observés. Les niveaux de testostérone, basaux et sous stimulation
hCG, ne sont pas modifiés pour les deux lignées, suggérant que le statut androgénique est

normal et que I'activité leydigienne n’est pas altérée.

La présence du récepteur dominant négatif dans les cellules de Sertoli suffit a reproduire le
phénotype observé chez lesd®R C’est donc le récepteur TR sertolien qui est a l'origine

du phénotype testiculaire caractéristique de I'hnypothyroidie néonatale. Nous avons analysé la
prolifération des cellules de Sertoli au cours du développement post-natal afin de vérifier
'hypothése que l'augmentation de la réserve spermatique avait pour origine une
augmentation du nombre de cellules de Sertoli, comme suggéré (mais non démontré) par
Holsbergert al. (en 2005) pour les souris 4R
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Figure 30: Les expressions de JunD et c-myc sont modifiées dans les testialles IRp
Le niveau d’ARNm de JunD est significativement diminué chez leDTR; p<0,05). A I'inverse, I'expression

de c-myc est augmenté significativement chez lesOT(R; p<0,05).
(n=4/génotype).




A 0 et 3 jours post-partum, lindex de prolifération des cellules de Sertoli est
significativement augmenté chez lesd®'-SC par rapport aux témoins. Cette augmentation

a 3 jpp est également observée chez lesOTBt 'amplitude est similaire. A 10 jpp, la
prolifération est stoppée dans les deux lignées, comme chez leurs témoins. On a donc une
augmentation de l'efficacité de la phase de prolifération mais, la durée de la phase de
prolifération ne semble pas affectée. Nos travaux montrent que le phénotype des adultes
TRo™M'-SC et TRO a pour origine une augmentation de la prolifératites cellules de
Sertoli. Nos résultats de cultures organotypiques de testicules a 3 jpp, en présence ou non de
T3, démontrent que I'effet de la T3 sur la prolifération des cellules de Sertoli est direct. Nous
avons recherché les cibles de I'action de la T3 dans le contrdle de la prolifération des cellules
de Sertoli Nous avons montré que I'expression du dominant négatif ou I'invalidation du
récepteur TR1 induit une une augmentation de 28 fois de I'esgimn de Cdk4 ainsi qu’'une
augmentation de I'expression de I'expression des genes Apbbl, Cdkn2a et Sfn (Figure 29).
Enfin, nous avons identifié des facteurs de transcription qui régulent I'expression de Cdk4.
L’expression de JunD est significativement diminuée et I'expression de c-myc est

significativement augmentée (Figure 30).

Contrairement aux travaux de Cooke, le contréle de la prolifération des cellules de
Sertoli n'implique pas p21Cipl et p27Kipl. Nous montrons que Cdk4, Cdkn2a et Sfn sont
impliqués dans ce contréle dans les deux lignées™'RSC et TR0, cette voie est donc
pridominante. De plus, chez les deux leg)yl'augmentation de Cdk4 s’accompagne d’'une

diminution de I'expression de JunD et une augmentation de celle de c-myc.

Il y a d’autres génes du cycle cellulaire qui sont touchés chez &3 TR qui est logique car,

dans ce modele, I'invalidation totale du récepteunI R pour conséquence des perturbations

des différents niveaux de I'axe hypothalamus/hypophyse/testicule, certaines perturbations
pouvant étre la résultante de rétro-contrbles et de phénoménes compensatoires. Parmi les
géenes qui n‘'ont pas été observés comme « répondant » a linactivationoaded@s les

cellules de Sertoli, on trouve: E2f2 (+6,43 fois) et Rad51 (+2,70 fois). Les cyclines Bl et F
sont significativement diminuées de -1,20 et -1,38 fois respectivement et la cycline D1 est
significativement augmentée de 1,38 fois. Les E2f sont des facteurs de transcription
responsables de la progression en G1 lors du cycle cellulaire. Il a été mauitiré sur des

cellules précurseurs d’oligodendrocytes en différenciation que la T3 inhibe de maniere directe
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Figure 31: Effets du traitement & la T3 sur le poids testiculaire de®"8C a 4 mois

Le poids testiculaire des témoins a 4 mois est diminué de 42,2% lorsque les animaux sont traités a la T3
pendant les 15 premiers jours de vie post-natale. Chez &8"F&C, la diminution de poids testiculaire est

aussi significative mais moins importante: 36,4% de diminution suite aux injections de T3.

(Non traités: n= 20 pour les Cre- et n=28 pour lesMRSC:; traités T3: n=8 et n=6).



les E2f (Nygardet al., 2003). Pibiri et ses collaborateurs (2001) ont montré que la T3
augmente I'expression des E2f dans des hépatocytes de rat en prolifération. L'inhibition de la
prolifération des cellules de Sertoli induite par la T3 pourrait donc impliquer des effets directs
de la T3 sur E2f.

L'expression de Rad51 est étroitement associée a I'état de prolifération des cellules et
probablement impliqué dans la réparation de ’ADN couplée a la réplication (Yamamoto
al., 1996).

L’augmentation de I'expression de la cycline D1 va de pair avec 'augmentation de Cdk4
puisque la cycline D1 est connue pour se complexer avec les Cdk4; Cdkn2a est d’ailleurs

connus pour inhiber ces complexes.

Pour poursuivre la caractérisation de cette lignée, nous avons analysé son phénotype
testiculaire en conditions stimulésvivo. L'idée était de voir si la présence dud'®' dans
les cellules de Sertoli (qui induit une « hypothyroidie locale ») pouvait réduire I'impact de
I'effet d’'une hyperthyroidie sur la fonction testiculaire. Pour cela, nous avons réalisé des
injections de T3 & nos souris @}"-SC: 1,5 pg/g de souriceau de la naissance jusqu'a 15
jpp, c'est-a-dire durant la période de prolifération post-natale des cellules de Sertoli) puis,
regardé le poids testiculaire a 'age adulte.

Une diminution du poids testiculaire induite par la T3 est observée chez dé¥'I5C et
contréle (Figure 31). Cependant, elle est significativement plus faible chez les souris
exprimant le dominant négatif BR" . Cette faible réduction pourrait étre en partie expliquée

par la présence d'un allele sauvage (les animaux étudiés étant hétérozygotes). Mais, cela

suggere l'existence d’une compensation par un autre récepteur (comme par exdtiple TR

3) Perspectives

La comparaison entre le KO général deaIRt le modele d’invalidation ciblée dans
les cellules de Sertoli, nous a permis de mettre en évidence le rolendlsdifolien dans le
contréle de la prolifération des cellules de Sertoli. L’analyse daOTBst difficilement

interprétable car l'invalidation générale deallRa pour conséquence des perturbations des
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différents niveaux de l'axe hypothalamus/hypophyse/testicule, certaines perturbations
pouvant étre la résultante de rétro-contrbles et de phénoménes compensatoires. Aussi, il serait
intéressant de faire exprimer le @' dans d'autres types cellulaires. Il serait pertinent
d’évaluer une possible contribution de I'hypophyse dans le phénotype observé chezOles TR
Pour cela, il faudrait générer une nouvelle lignée exprimant le récepteur dominant négatif
TRo™' spécifiquement dans les cellules gonadotropes en utilisant une autre Cre, telle que la
BLH-Cre (Charlesal., 2008).

Enfin, nous montrons dans cette étude que le phénotype est lié a une augmentation de
I'efficacité de la prolifération. A 10 jpp, nous montrons que la prolifération est stoppée
suggérant que la phase de prolifération ne serait pas allongée et que la phase de
différenciation ne serait pas décalée dans le temps. Pour vérifier cette hypothése, il serait
intéressant d’analyser I'expression de marqueurs de la différenciation dans nos modéles afin
de le confirmer. Il serait intéressant d’analyser I'expression de facteurs sertoliens
différentiellement exprimés au cours de la maturation des cellules de Sertoli: AMH,

connexine 43, laminine, entactine et collagene de type IV (Ulisse &948).

Plusieurs travaux montrent que I'expression de ces facteurs est régulée par la T3. Par exemple
'effet inhibiteur de la T3 sur la prolifération des cellules de Sertoli est corrélé a
'augmentation du niveau de Cx43 dans le testicule post-natal (Gikesbn 2006). De plus,

le KO spécifique de la Cx43 dans les cellules de Sertoli montre que la perte de Cx43 est
corrélée a une augmentation de la prolifération et un retard dans la maturation des cellules de
Sertoli chez la souris a l'age adulte (Brehenh al., 2007; Sridharanet al., 2007).
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ABSTRACT

Hypo- and hyperthyroidism alter testicular functions in the young. Among T3 receptar$, iSR
ubiquitous and its invalidation (TdR/0 line) leads to an adult testicular phenotype characteristic of
hypothyroidism. We tested the hypothesis thatTHependent regulation of Sertoli cell proliferation

was autonomous and directly regulated byaIRresent in these cells. We generated and analyzed the
TRa*"'-SCline which expressed a dominant-negativeaIRsoform (TR*™) in Sertoli cells (SC)

(after crossing with the AMH-Cre line). Adult BR"'-SC mice exhibited similar phenotypic features

to the TRWO/O line: heavier testicular weight and higher sperm reserve compared to controls. Sertoli
cell density increased significantly as a result of a higher proliferative index at ages PO and P3. When
testis explants were cultured (at age P3), Sertoli cells responded to an excess of T3 by a drastic
decrease in proliferation in controls. This response was abolished in ba@i0Téhd TR*"'-SC.

The inactivation of TR1 specifically in Sertoli cells was sufficient to reproduce the same phenotype
observed in adult Té&0/0. It could be concluded from these results that Sertoli cell proliferation was
cell-autonomously controlled by TR and was T3-regulated. Quantitative RT-PCR evidenced that

regulation of the Cdk4/JunD/c-myc pathway was involved in this control.
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INTRODUCTION

Sertoli cells (SC) are essential in spermatogenesis as they play various important roles in
seminiferous tubules. They create cytoplasmic crypts around germ cells and provide nutrients and
growth factors. They also play an immunological role through the creation of specialized tight
junctions and the establishment of the blood-testis barrier. It is well established that SC numbers
condition the efficiency of spermatogenesis as one SC can only support a limited number of germ cells
(1). The number of SC is determined, during the pre-pubertal period, by the efficiency of the
mechanisms controlling their early proliferative phase and entry into differentiation. SC proliferate at
birth, the proliferation rate then declines rapidly during the neonatal period before ceasing completely
at around the age of 15 days in rodents. This event coincides with the establishment of the blood-testis
barrier and the entry into differentiation (2); the number of SC is then considered as definitive (3, 4).

It is well established that FSH (Follicule Stimulating Hormone) is mitogenic for immature SC
bothin vitro andin vivo (5-9). The second major endocrine regulator controlling SC proliferation and
entry into differentiation is the thyroid hormone T3 (T4 being the pro-hormone). The T3 receptors are
numerous and ubiquitous and in the latter contrary to the FSH recEptplays an important role in
several homeostatic biological processes in mammals such as growth, metabolism and the
development of various organs, including the testes. In humans, neo-natal hypothyroidism leads to
testicular enlargement in prepubertal boys (10). In rats, numerous in vivo pharmacological studies have
established a correlation between T3 levels and testicular development, including SC proliferation
during the neonatal/prepubertal period or germ cell differentiation. Experimental neonatal
hypothyroidism in rats leads to an increase in the size of testes and the reproductive organ, and daily
sperm production in adults (11-15). More recently, Marchlewska and coll. (16) analyzed
hyperthyroidism in rats to show that T3 modulates the initiation of spermatogenesis. In mice, early
hypothyroidism leads to an increase in the size of adult testes and the reproductive organ (17).
However, whether T3 acts directly on the testis and/or via another central component of the
hypothalamo-pituitary-testis (HPT) axis is not yet clear. Indeed, Kirby et al (18) showed that neonatal
hypothyroidism leads to significant modification in circulating LH (Luteinizing-Hormone) and FSH
levels as a putative consequence of gonadal feedback, suggesting a T3-dependent regulation of

3
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gonadotrop cell activity. T3 acts directly on gene transcription by binding to thyroid hormone
receptors (TRs). While unliganded receptors recruit transcription corepressors, their conformation
changes upon T3 binding and this enables coactivator recruitment and corepressor release, followed by
activation of the transcription of target genes (19). TRs are encoded by two different genes that are
ubiquitously transcribedTHRA and THRB. Using alternative splicing and two different promoters,
THRA produces 5 mRNAs of which T mRNA. The latter, which produces three proteins, the
nuclear isoform TR1 and two mitochondrial receptors (p28 and p43; (20)), is ubiquitously expressed
(brain: (21); skin: (22); intestine: (23) ; liver: (24); skeleton: (25); heart: (26)) and is present in rat and
human testicular cells, including SC (10, 27). Holsberger et al. (28) analyzed #iekhBckout
phenotype: so-called ToR/0 males have significantly higher testicular weights compared to the wild-
type and a tendency towards a higher daily sperm production and SC numbers in adults; this study
established that the ubiquitous R among T3 functional receptors, mediates T3 testicular effects, at
least in the most part. However, the degree of involvement of the HPT axis in this regulation could not
be elucidated with the Td®/0 line because of totdIHRA invalidation and increased sensitivity to
thyroid hormones in the pituitary of these mice (29), pituitary being one sitelRA expression in
wild-type mice. According to the complex and broad action oinT\Arious organ vivo, including

the pituitary, and various testicular cell types (30), including SC, Leydig and germ cells (31), only
targeted functional invalidation of T3 receptors using the Cre-lox system may help to discriminate
indirect from autonomous mechanisms for a specific cell-type and allow local effects to be
distinguished from systemic effects.

That is why in the present paper we conductenhaivo functional study by generating a new
mouse line in which a dominant-negative inactivating isoform ofITRhe TR(*" receptor, was
targeted in SC. The mutation prevents interaction with co-activators, while interaction with co-
repressors is maintained so that transcription of T3-regulated genes is repressed, even in the presence
of T3. The line was obtained by crossing two previously characterized line$"T@2) and AMH-

Cre (33) and is called TR~ SC. The AMH-cre line has been described perfectly and characterized

as inducing Cre expression only in SC (34-36). TheR SC line thus allows us to investigate
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direct endocrine T3-regulation of SC proliferation throughuIRVe also aimed to bring to light the
actors in the cell cycle that may be involved in the control of T3-dependent SC proliferation. Our
findings in vivo demonstrate that the &Rlominant negative form expressed specifically in SC
increases the proliferation rate in the young and the density in adults. Interestingly and newly, this
phenomenon is accompanied by a strong increase in the mRNA of actors in the cell cycle such as

Cyclin-dependent kinase 4 (Cdk4) and Cyclin-dependent kinase inhibit(C@2a).
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Materials and methods

* Animals

Mice were fed a standard laboratory diet and tap veatdibitumand maintained under half
light/half dark photoperiods in a temperature-controlled room at 21-23°C. All animal studies were
conductedn accordance with the guidelines for the care awdai laboratory animals issued by the
French Ministry of Agriculture and with the approval of a local ethical review cosenitinder
number 2011-09-10 (Comité d’Ethique en Expérimentation Animale Val de Loire).

Two lines were analyzed in the present study: 1) Total invalidation @flTkhe TRx0/0 line
(compared to its control 129SV line) was generated by Gauthier et al. (37); its male reproductive
function was first described by Holsberger et(2B) ; 2) Targeted dominant-negative isoform of
TRal in SC: we crossed heterozygous AMH-Cre mice (33) with homozygouS8™TRiice and
obtained in the litter heterozygous @' —Cre+ referred to T&™ —SC (TR\*™' allele targeted in

Sertoli Cells) and heterozygous @' -Cre- which were used as control mice.df® mice were
generated and characterized by Quignodon et al. (32), and were used in a previous study (38). The
TRo™" allele for theTHRAgene encodes a TR receptor with an AF-2 mutation that corresponds to

a point mutation changing a leucine to an arginine (L400R). This mutation prevents the recruitment of
histone acetyltransferase coactivators while preserving interaction with histone deacetylase
corepressors and results in a dominant-negative activity (repression of transcription maintained), even
in the presence of T3. Cre recombination is required to express the mutated allele inactivating the
TRal receptor (knock-in).

The AMH-Cre line induces Cre-mediated recombination specifically in SC, beginning at the age
of 14.5 daygost-coitum(33). This line has been used for the functional study of various SC genes by
specific invalidation (34-36). PCR genotyping of CRE,daf® and TR:0/0 have been described
previously (32, 33, 37).

» Determination of testis weight and sperm reserve

TRa0/0 and TR*"'-SC and their respective control mice were sacrificed, one testis was

weighed then frozen for sperm reserve determination as described previously (39). Briefly, testes were
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disrupted in a glass potter in 3ml of L15 medium (Gibco-Invitrogen) before sonication for 30 seconds.
Remaining sperm nuclei were counted by hemocytometry and whole sperm reserve was determined.
The testicular sperm reserve included spermatozoa and elongating spermatids (stages II-VIl) (17). The
testicular sperm reserve/mg was obtained after dividing whole testicular sperm reserve by the weight
of the testis.

» Plasma testosterone
Mice were treated with an intraperitoneal injection of 151U/animal of human chorionic gonadotropin
(hCG) (Chorulon). Blood was collected before and two hours after this injection. The plasma was
stored at -20°C until tritium-based testosterone radio-immunoassays were carried out as described
previously (40).

» Determination ofn vivo SC proliferation index
TRa0/0 mice at P3 and TR™'-SC mice at PO, P3, P10 were injected with 50ug/g (of body weight) of
5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) (Sigma) that was incorporated in proliferating cells 3 hours before
sacrifice. Testes were fixed in Bouin’s fluid, embedded in paraffin, and sectioned (4um). After antigen
retrieval in a boiling sodium citrate buffer (pH 6.0), endogenous peroxidase activity was quenched
with H,O,. BrdU immunodetection was performed using a mouse immunoglobulin G monoclonal
antibody (Roche; 1/200), and revealed using a peroxidase labeled polymer conjugated to goat anti-
mouse immunoglobulins (Dako) and a 3-3'diaminobenzidine chromogen (DAB) (Dako). Negative-
controls were processed without the BrdU antibody. After counterstaining with hematoxylin,
proliferating (BrdU-stained) and quiescent SC were counted (blindly) for a total of 1000 SC per
animal using Histolab (GT Vision) analysis software.

«  Organotypic cultures of Ta®/0 and TR"™'—SC testicular explants

Testes of TRO/0 and TR™' mice at P3 were cut into small pieces for organotypic cultures on
floating membranes. Culture conditions were set exactly as described previously (41, 42), except that
T3 (0.2uM) or a vehicle (1X PBS-0.025N NaOH) was added to the medium. Explants were cultured
for 72 hours, BrdU was added (at a final concentration of 0.01 mg/ml) for the last 3 hours and then

they were fixed in Bouin’s fixative for BrdU immunostaining.
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» Histology, diameter, surface measurement, and cell counting
In order to measure the seminiferous tubule diameters and surface areas (using Morphostrider
software) and to determine SC and round spermatid (RS) densities, testes (n=4 per genotype) were
fixed in 4% 0.1M glutaraldehyde/cacodylate buffer and further fixed in 1% osmium tetroxide in
cacodylate buffer prior to being embedded in Epoxy resin. Tissue sections of 1um were prepared and
stained with toluidine blue.
Two testicular pieces were prepared per animal and three series of tissue sections (25um apart so as to
avoid analyzing the same area) per piece were processed. A total of 200 round tubules (per animal)
were selected for diameter measurements. In parallel, 200 randomly-picked tubules (per animal) were
visualized: 1) to count SC and RS (from stages | to VI of the seminiferous epithelium cycle (43))
inside each tubule; 2) to measure the surface area @ngiieach tubule. The SC and RS densities per
unit area (cell number/panof tubule were calculated using these parameters.

* RNA extraction and quantitative RT-PCR (qRT-PCR)

Total RNA was isolated using Trizol reagent (Invitrogen) according to the manufacturer's
instructions.

To quantify the expression of genes involved in the cell cycle, we used Mouse Cell c§cle RT

Profiler PCR Array technology (Qiagerttp://www.sabiosciences.com/PCRArrayPlate)plgs

recommended by the manufacturer and used by others (44). Gene expression levels were normalized
using five reference genes including in the array: glucuroniglasgpoxanthine guanine, heat-shock
protein90abl, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Pactth. The comparative cycle
threshold (Ct) method was used to calculate the relative quantification of gene expression. The fold
change (FC), which represents the variation in the level of expression betwe@{-BR and the
control, was calculated using the web-based ®®filer PCR Array Data Analysis program. A list of
differentially expressed genes was identified using a 2-t&ilest, the criteria being R value <0.05
(t-test) and a mean difference equal to or greater than 2-fold (top right area).

To determine JunD, c-myc amfidctin mRNA levels by gRT-PCR , RT was performed using
M-MLV-RT (Invitrogen) according to the manufacturer's recommendations. Quantitative RT-PCR

reactions were performed using SYBR Green SuperMix (Biorad) according to the manufacturer’s

8
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instructions and run in triplicate in an iCycler (Biorad). Specific primers and hybridization
temperatures are indicated in Table 1. Each target gene transcript level was normalized on the basis of
the transcript levels for the constitutive housekeeping fean in order to control the differences in

RNA concentrations between each sampdetin mRNA levels were almost similar in samples.

» Statistical analysis

All data are presented as means + SEM. To compare means between two groups, the Student’s
test or Mann-Whitney test, in case of differences in variance (Fisher test), was performed. Other
comparisons were performed using a two-way ANOVA followed by the Bonferroni podp-te$t.05
was considered significant. Statistical analyses for the interpretation of the “Volcano Plot” in Figure
6a (see details in the legend) were proposed by the web-baégudRIEr PCR Array Data Analysis

program.

Results

TRa""' —SC testicular phenotype is similar to that of TRO/0 in adulthood

In wild-type mice, TR1 mRNA was present in the whole testes during post-natal
development and in SC-enriched fractions from P10 testes (data not showflj!-5RB mice were
obtained by crossing heterozygous AMH-Cre mice with homozygous™fRnice, and were
compared with control mice (referred to as Cre-) present in the litters. Moreover, we carried out a
phenotypic comparison with TR/0 males (whose own controls are referred to as WT). At 4 months,
both TR'-SC and TRO/O exhibited a significant increase in testis weight compared to the
respective controls (Fig 1a) but without any change in body weight. This increase in testis weight was
the consequence of a significant increase in whole testicular sperm reserve (Figlb). Moreover,
testicular sperm reserve expressed per mg of testis also exhibited a significant increase in both lines
(Figlc). No change in fertility and no qualitative histological alterations in seminiferous tubule
structures were observed in @®'-SC, with all germ cell differentiation stages being present (data
not shown). In order to investigate a putative effect on Leydig cell steroidogenic activity, we measured
testosterone levels in two conditions: basal and hCG stimulation levels. As expected, the latter induced

a significant increase in blood testosterone levels in all lines (Fig2). No significant difference between

9
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the lines was observed for the basal and stimulated levels. Dominant negativepirifically in SC

was sufficient to reproduce the same phenotype observed in ad@tOTR

Testicular phenotype of adult TR —SC is the consequence of increased SC proliferation index
during post-natal development

To investigate further the testicular phenotype in adultt'/RSC, we examined the SC
density in seminiferous tubules (see details in Material and Methods). At the age of 4 moafffs; TR
SC exhibited a significant increase in SC density (Fig 3a/"fRSC : 0.96 18 +0.02 10° SC/uni;
versusCre-: 0.78 10 +0.01 10° SC/un), whereas the RS density (stages | to VI of the seminiferous
epithelium cycle) did not change (@f¥'-SC: 5.9 1G +0.08 10° RS/uni versusCre- 6.0 16
+0.0510° RS/um). The RS/SC ratio was 6.1 and 7.7 fordf¥-SC and the controls, respectively.
This observation was correlated with a decrease in diameter of the seminiferous tubules (Fig 3b). To
explain the increase in SC density, we evaluated the proliferation rate of these cells (Fig 4}™n TR
SC, the percentage of SC incorporating BrdU within 3 hours was counted at age PO, P3, and P10 and
in TRoO/O at P3 (Fig 4a). The SC proliferation index was significantly higher in"RSC testes
than in Cre- controls at PO and P3, whereas at P10, it was similar to the controls (Fig 4b). A similar
increase in the SC proliferation index was also observed faO/DRat P3 compared to WT. Both
control lines (Cre- and WT 129SV) had similar proliferation indices. All together, from these results it
can be concluded that: 1) the phenotype in aduleRSC originated from the increased SC-
proliferation index in the young before P10; 2) as SC had similar proliferative features in both lines,
the SC deficit in TRO/O explains the testicular phenotype in this line, confirming that dominant
negative TR1 specifically in SC was sufficient to reproduce the same phenotype observed in adult
TRa0/0. It can thus be concluded that SC proliferation efficiency is controlled cell-autonomously by

SC TRul.

The increase in SC proliferation in TRi™"'-SC and TRx0/0 mediated by TRal during post-

natal development is T3-dependent

10
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We wished to investigate if the control exerted byaITRon the SC proliferation index
described above was modulated in the presence of T3. To do so we used organotypic cultures in which
SC proliferation was measured in testes explanted at P3 from ba®0rand TR*"' —-SC, and from
their respective controls, in the presence or not of exogenous T3. The advantage of this system was
that local effects could be observed without interference from putative systemic effects (that would be
observed in the case iof vivo treatment).

Firstly, in basal conditions (without T3) the SC proliferation index in both lines was not
different from their respective controls. Secondly, T3 induced a significant decrease in the SC
proliferation index in both control lines (Cre- and WT). Thirdly, the proliferation index did not change
under T3 stimulation in either TR"'-SC (Fig5a) or TRO/0 (Fig5b), which both exhibited the same
index with or without T3. The loss of T3 action in bothaDR and TR -SC testes proved that the
characterized testicular phenotype in both lines was T3-dependent. In both c8@n@sponded to
an excess of T3 by a drastic decrease in proliferation. This response was abolished iru@@taidR
TRo™'—SC. This supports the notion that the inability of SC to respond to T3 in both mutants was
sufficient to explain the observed phenotype.

Cell cycle gene expression is changed in TGR" -SCP3 testes

In order to highlight actors in the cell cycle putatively involved in the increase in SC
proliferation observed in T&™'-SC at P3, we analyzed 84 candidate genes (Supplemental table 1)
which are known to be involved in the cell cycle using thé RBfiler PCR Array. We found 4
significantly upregulated genes (Fig 6a, triangles) (2-tailed t-test; p<0.05; main difference equal to or
greater than 2-fold): Cdk4 (Cyclin-dependent kinase 4; 27.99 fold), Sfn (Stratifin; 4.36 fold), Apbb1
(Amyloid beta A4 precursor protein-binding, family B, member 1; 3.42 fold) and Cdkn2a (Cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A; 2.84 fold). No downregulated genes were found (Supplemental table
1). mRNA levels of cyclins (Ccn), cyclin-dependent kinase (Cdk) or cyclin-dependent kinase
inhibitors (Cdkn) including Cdkn1b (p2%*) were unchanged.

It is known that Cdk4 transcription is controlled by two main regulators: JunD (repressor, (45, 46))
and c-myc (activator, (47, 48)), whose mRNA were not present in the array. So, to consolidate our
finding regarding the involvement of Cdk4, we measured their mRNA levels in @3"FFSCtestes
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using quantitative RT-PCR with specific primers (Tablel). A 3-fold decrease in JunD mRNA (Fig 6b)
and a 2-fold increase in c-myc mRNA (Fig 6¢) were observed.
Discussion

We generated a new line called #®'-SC where the T&L function is abrogated only in
Sertoli cells. We found that this led to a testis phenotype that is very similar to the phenotype in
TRa0/0 knockout mice. Indeed, introducing a dominant-negativelTisoform specifically in SC
increased the testicular sperm reserve and testis weight, as observed in the case of induced post-natal
hypothyroidism and in T&0/0 mutant mice. This strongly suggests that theOfRtesticular
phenotype resulted from the inactivation of the T3{TRathway in SC. The similarity between the
two mouse models (see supplemental table 2) leads us to conclude that the consequences of expressing
the dominant-negative T®" (TRo1L400R) receptor in SC are no more detrimental than the absence
of TRal in this cell type. This is in contrast with the situation observed in several other cell types

where the dominant negative mutation has a much stronger effect than the knockout (32, 38, 49, 50).

Previous pharmacological studies using neonatal hypothyroid rats suggest that T3 influences
Leydig cell numbers and activity (51, 52) as well as plasma testosterone levels B3). TR
inactivation in TR0/0 or dominant-negative & -SC did not impair testosterone levels (basal or
stimulated) compared to the controls. We thus hypothesized that the alterations observed in
pharmacological models may involve other TRs, putativelpIlRIso expressed during testis
development (28).

To investigate further the TR —SC testicular phenotype, we performed SC and RS counts
for densities determination. We observed that the SC density increased'|fi-BR testes compared
with controls, while the RS density remained unchanged. The increase in the SC density is in
accordance with the tendency toward an increase in SC numbers describe0/ih {ERes (28). As a
consequence of the increase in the SC density and the unchanged RS density, the number of RS per
SC was reduced by 21%. The decrease in the RS/SC ratio reflects the attenuated ability of Sertoli cells
to support a normal number of germ cells during differentiation and this is completely in accordance

with what has been described in adult rats after neonatal hypothyroidism by Hess and coll. (54) where
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the germ cell differentiation yield decreased by 28%. In both our model and that of the hypothyroid rat
of Hess and coll., despite the decrease in yield, the testicular production (whole testis reserve)
increased, reflecting the compensation via an increase in the total number of SC. From the result in
TRo™'-SC it can be concluded that the SC T3#IRathway influences germ cell differentiation as
expected. We also evidenced a decrease in diameter of seminiferous tubules in @HSTR

compared to controls which could be a consequence of a shrinking process consecutive to spatial
competition between SC. This result is in accordance to the result of Holsberger and coll. : they found
a significant decrease in the lumen diameter at P10 #9/DR28). Hess and coll. (54) measured this
parameter in an adult rat model after neonatal hypothyroidism and found larger diameters (+10%)
compared to controls. This may be due to the fact that hypothyroidal rats obtained after neonatal PTU-
treatment exhibit different alterations as a result of numerous additional effects (systemic and local,
involving all testicular cells and other TRs other thamIRThis may also be due to variations

between species. On the contrary, our model only allows the contribution of SC in the “high testis
weight” characteristic of hypothyroidism to be deciphered and this is why more alterations (involving
the global T3 regulation with its various receptors) are observed in pharmacological hypothyroidism
models.

To understand the increase in SC density observed in adults we investigated the SC
proliferation index early during the post-natal period when it is the highest (i.e. at PO/P3). In both
TRo™'-SC and TRO/0 SC proliferation index is significantly higher than in their respective controls.
The control mice exhibited a proliferation index similar to published data (17). No more differences
between controls and the animal of interest were observed at P10yif FRC or TR0/0,
confirming the results of Holsberger et al. at the same age (28). Finally, SC proliferation efficiency is
controlled cell-autonomously by SC &Rout probably not the length of the proliferative phase.

Joyce et al. (17) showed that compared to controls a greater difference in the SC proliferative index
measured in neonate PTU-treated mice was observed at P10 than at PO, followed by an extension of
the proliferative period (to J20). Once again, in this model all the TRs in the various organs of the
HPT axis were “affected” by hypothyroidism, thus the extension of the proliferative phase described
may involve either other TRs or systemic feed-back regulations.Finally, our results based on two
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323 TRal invalidation models allowed us to conclude that the phase length is not dependent on this

324  receptor and that the increase in thexTRependent proliferation index of SC is sufficient to cause

325 the “high testicular weight” observed in adulthood. Thus, the entry into differentiation of SC is

326 probably dependent on other TRs, putative\BTR

327 Another interesting result from our study was obtained using the well-established organotypic
328 culture system (41, 42) that enabled us to observe the effect of molecules directly on testis cells,

329 without interference from central or endocrine regulation. Interestingly, the T3 maximal binding

330 capacity of testicular homogenates by nuclear extracts gradually decreased from birth to adulthood
331 (55). When Holsberger et al. injected T3 in vivo at P10, they observed the result of local testicular and
332 central/endocrine T3-perturbations, and this probably explains why the response to T3 they did

333 observe was only partially abolished. On the contrary, at P3, when we added T3 to testis explants, the
334 decrease in the SC proliferation index observed in control mice (similar to that observed above in vivo)
335 was totaly abolished in both BR"-SC and TRO0/0. Overall, our results evidenced the autonomous

336 T3-regulation of SC through TR negatively controls their proliferation rate.

337 We then focused on actors of the cell cycle related to the proliferative state of S€-TR

338 SC. Several studies have evidenced that T3 impacts cell cycle regulation in various cell types (56-60),
339 and T3 target gene(s) related to the cell cycle have been described such as cyclins D1 and E, and Cdk2
340 (61-63), and CDKlIs, such as p18 (64, 65). We profiled candidate genes in testes at P3 because this is
341 an early age range in which the proliferative index is significantly higher it F8C than in WT.

342 Moreover, at this age the testicular cords are mostly made up of SC (66), in such a way that

343 differences in gene expression will be due to variations in SC gene expression correlated to the

344 presence of TR™ . Our study highlighted changes in the expression of the following genes: Appb1,
345  Sfn, Cdkn2a and Cdk4/ JunD /c-myc pathway. In'M2-SC the decrease in JunD might contribute to
346 the considerable increase in Cdk4 that we observed, which might in turn explain the increase in c-myc
347 expression and SC proliferation. To our knowledge this is the first time that CDK4 upregulation has

348 been evoked in proliferating SC and interestingly studies of €dkide (67) have revealed growth
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retardation and reproductive dysfunction associated with testicular atrophy and hypoplastic
seminiferous tubules in the testes.

Interestingly, in TRO/0 we also found that mMRNA levels of Cdk4, Cdkn2a and Sfn were
significantly increased as in TR"-SC (these results are presented in Supplemental data 1) and these
consolidate our observations in @¥'-SC; however in this model, there were numerous changes in
genomic expression (14 genes significantly altered, like Cylin B1 or E2f2 transcription factor) that
may be the consequence of various levels of perturbations and/or feed-back responses and are thus
difficult to analyze. Finally, our results established a correlation betweeh-Gi&endent regulation
of SC proliferation and the CDK4/Jun/myc pathway. This pathway seems to predominate the others,
particularly those which inhibit cell proliferation (increase in Sfn, Apbb1, Cdkn2a). However, our
results do not exclude the implication of other actors of the cell cycle at protein or activity level and
further investigations would be necessary to answer this question. Holsberger et al. showed significant
increase in Cdknlb (p57) protein levels in P10 mice SC subjected to experimental hyperthyroidism
(T3 treatment)68). However, in TRO/O testes at P10 (euthyroid mice), they did not find any change
in p27®* protein level compared to controls (28) (see supplemental table 2), and this is in accordance
to the observation that Cdknlb/ §27mRNA was not altered in T&®/0 testes at P3 (see
Supplemental table 1) and to our result that Cdkn1bB*p2RNA was not altered in TB"'-SC at
P3 (Fig6a).

Expression and/or activity of genes involved in SC differentiation (around puberty) are altered
in the case of hypothyroidism; this is the case for connexin Cx43 (69) and aromatase (70). In parallel
to cell cycle genes involved in T3-regulation of SC proliferation, it would be interesting to study such
genes expression in TR"-SC, at ages where differentiation takes place (around puberty).

Notably, T3 plays a crucial role in the post-natal development of SC (and probably other
testicular cells), as described in various organs (bone, cerebellum and heart...), post-natal development
being the period when a peak of T3 secretion is observed (71). Overall, the results in adulthood and in
the young evidenced a “superposition” of the phenotypes described/{'TRC and TRO/0,

clarifying that the higher testicular weight observed in hypothyroidism is, at least for the most part, the
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result of the SC T&L function. Our results evidenced the autonomous T3-regulation of SC through

TRal that impacts their proliferation rate during post-natal life and increases CDK4 expression.

Figure Legends

Figure 1: Testis weight (a), whole testicular sperm reserve (b) and testicular sperm reserve per

mg of testis (c) in adult TRZ*™"' -SC and TRa0/0 @ months). TR*'-SC and TRO0/0 mice exhibited

a significant increase in testis weight compared to controls (p<0.001; n=20 for cre- and n=28 for
TRo™'-SC; n=12 for WT and T&0/0). Whole testicular sperm reserve and sperm reserve expressed
per mg of testis significantly increased ind# -SC (p<0.01 and p<0.05, respectively), and in

TRa0/0 (p<0.001 and p<0.01 respectively). Data are shown as the mean +/- SEM and statistical
analyses were performed using thest. White squares: cre-; Lined: @¥'-SC; Dotted: WT; Double

lined: TRxO/O

Fig2: Blood testosterone levels in TR™' —SC and TRx0/0 mice, in basal conditions and after

hCG stimulation, compared to respective control miceNo significant difference between the lines
was observed for the basal and stimulated levels; hCG induced a significant increase in testosterone
secretion and this increase was similar in all lines. Data are shown as the mean +/- SEM; statistical
analyses: two-way ANOVA followed by Bonferroni’'s post-test. n= 26 for Cre- and n=16 "R

SC; n=9 for WT and T8&0D/0. Squares with horizontal lines: basal levels; squares with vertical lines:

stimulated levels.

Figure 3: Sertoli cell density and seminiferous tubule diameter alteration in adult TR*' -SC

mice. At 4 months, Sertoli cell density (SC number / tubule surface area)rsignificantly

increased in TR™'-SC (p<0.001) (n=4 animals per genotype and 200 seminiferous tubules / animal)
(a). TR™™'-SC mice exhibited a significant decrease in round seminiferous tubule diameters
(p<0.001) (n=4 animals per genotype and 200 seminiferous tubules / animal) (b). Data are shown as
the mean +/- SEM and statistical analyses were performed using the Mann-Whigsty\White

squares: cre-; Lined: T&"'-SC.
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402  Figure 4: Percentage ofn vivo proliferating Sertoli cells in TRa™"' —SC (at PO, P3 and P10) and

403 in TRa0/0 (at P3). Immunohistochemical labeling of proliferating SC (stars) and gonocytes (arrow
404 heads) (bar represents 20um) revealed BrdU incorporation injected three hours before death in P3
405 testis (a). BrdU negative and positive Sertoli cells were counted and SC proliferation index was

406 calculated (b). In TR*'—-SCtestes, proliferation of Sertoli cells increased in PO and P3 testes

407 compared to the control, whereas at P10 there was no longer any difference (n=4 / genotype / age). In
408 TRo0/0 testes at P3 (n=6), proliferation of Sertoli cells was higher than in the control (n=7) (p<0.001).
409 Data are shown as the mean +/- SEM; statistical analyses: two-way ANOVA followed by Bonferroni’s

410 post-test. White squares: cre-; Lined:d'¥ -SC; Dotted: WT; Double lined: T&®/0

411 Figure 5: SC proliferation index in testicular explants from TRa*""' -SC and TRa0/0 mice at P3,

412 using organotypic cultures with or without exogenous T3. Organotypic cultures of P3 testes from
413 TRo™'-SC (a; n=6 for controls and n=>5 for @¥'-SC) and TRO/0 (b; n=4 for WT and T&0/0)

414 micewere performed with T3 (200nM) or a vehicle (PBS1X-0.025N NaOH). After 3 days of culture,
415 BrdU was added three hours before explant fixation. SC proliferation was evaluatediasvivith

416 proliferation. The SC proliferation index significantly decreased in both controls in the presence of T3
417 compared to the vehicle (p<0.001). In contrast, T3 had no effect on the SC proliferative index in

418 TRo™'-SC and TRO/0 mice. Data are shown as the mean +/- SEM; statistical analyses: two-way
419 ANOVA followed by Bonferroni’'s post-test. White squares: cre-; LinedaRSC; Dotted: WT;

420 Double lined: TRO/O
421  Figure 6: cell cycle gene expression is impacted in BR" -SC testes at P3.

422  The “Volcano Plot” (a) is an arbitrary representation (proposed by the web-baSptbRi€r PCR

423 Array Data Analysis program) of the fold change (FC) for each of the 84 genes in the array. It
424  represents the Log2 FC of each gene expression betweendff¥ -8 group (n=6) and the control
425 group (n=6) versuthe negative Log10 P values from the t-test. The first vertical line indicates fold
426 changes of 1 (no variation between group). The second vertical line (dotted line) indicates that the

427 gene expression fold change threshold is 2. The horizontal line indicates that the P value of the t-test
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threshold is 0.05. There were 4 genes (triangles) which are significantly upregulated beto/&8n TR
SC and controls. p2?* (Cdkni1b) mRNA level was not altered. As JunD (b) and c-myc (c) were not
present in the array, RT-qPCR analyses for these genes were performedaiithS®& and control
testes at P3 (n=6 for each group) using specific primers (see Tablel). Normalization was achieved
using pactin levels. JunD mMRNA levels significantly decreased (P<0.001) and c-myc increased
(P<0.01). Data are shown as the mean +/- SEM and statistical analyses were performed using the

Student test. White squares: cre-; Lined: ¥&'-SC.
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Table 1: gPCR primer sequences and hybridization T°
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Supplemental Table 1: Genes list ofRfofiler PCR Cell Cycle Array (84 genes). For each gene:

fold values (FC) and p value obtained ind'¥ -SC and TRO/O (versus their respective controls).

Genes changed in TR"-SC are in bold.

NG:;‘; Description TRa™' FC Ts‘;::; P TRal FC | TRl p Value
Abll C-abl oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase 1.22 0.545638 -1.16 0.038779
Akl Adenylate kinase 1 1.18 0.762436 -2.96 0.844094
Apbb1 Amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family B, member 3.42 0.013794 -1.08 0.699564
Atm Ataxia telangiectasia mutated homolog (human) 2.18 0.082080 -1.03 0.723819
Brcal Breast cancer 1 1.13 0.881773 -1.16 0.421516
Brca2 Breast cancer 2 1.13 0.673317 -1.01 0.934705
Camk2a Calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il alpha 1.58 0.858742 1.24 0.353486
Camk2b Calcium/calmodulin-dependent protein kinase I, beta 1.42 0.973876 1.58 0.046581
Casp3 Caspase 3 1.44 0.583687 -4.72 0.535995
Ccnal Cyclin A1 1.30 0.535923 -1.27 0.463041
Ccna2 Cyclin A2 -1.05 0.517738 1.06 0.491342
Ccnbl Cyclin B1 1.37 0.486280 -1.20 0.041766
Ccnb2 Cyclin B2 1.49 0.937189 1.14 0.370238
Ccnc Cyclin C 1.27 0.676497 1.28 0.155639
Ccndl Cyclin D1 1.21 0.606994 1.38 0.008608
Ccnel Cyclin E1 1.52 0.658896 1.18 0.248787
Cenf Cyclin F 1.22 0.809452 -1.38 0.002720
Cdc25a Cell division cycle 25 homolog A (S. pombe) 1.61 0.260164 -1.10 0.371712
Cdk2 Cyclin-dependent kinase 2 -1.10 0.529140 -1.20 0.342920
Cdk4 Cyclin-dependent kinase 4 27.99 0.015226 5.41 0.000306
Cdk5rap CDKS regulatory subunit associated protein 1 1.14 0.916735 1.04 0.490732
Cdknla Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A P21 1.81 0.364649 1.33 0.089265
Cdknlb Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B Pt 1.47 0.274985 -1.03 0.768021
Cdkn2a Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 2.84 0.023271 3.63 0.007514
Chekl Checkpoint kinase 1 homolog (S. pombe) -1.09 0.579019 -1.06 0.423346
Ckslb CDC28 protein kinase 1b 1.18 0.836502 1.06 0.573726
Ddit3 DNA-damage inducible transcript 3 1.13 0.790371 -1.08 0.194666
Dnajc2 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 2 1.05 0.881238 1.04 0.741950
Dst Dystonin 1.45 0.420311 -1.10 0.748265
E2f1 E2F transcription factor 1 1.40 0.607197 -1.03 0.868213
E2f2 E2F transcription factor 2 1.71 0.225945 6.43 0.010727
E2f3 E2F transcription factor 3 -1.08 0.694900 -1.06 0.628709
E2f4 E2F transcription factor 4 1.25 0.444801 -1.03 0.709056
Gadd45a Growth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha -1.14 0.552113 1.42 0.019612
Gpr132 G protein-coupled receptor 132 1.61 0.189617 1.64 0.067960
Husl Hus1 homolog (S. pombe) 1.18 0.729380 -1.12 0.159045
Inha Inhibin alpha 1.27 0.441013 -1.36 0.009552
ltgb1 Integrin beta 1 (fibronectin receptor beta) 1.22 0.575117 1.06 0.500837
Macfl Microtubule-actin crosslinking factor 1 1.49 0.269520 -1.24 0.263435
Mad2l1 MAD2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast) 1.45 0.291789 1.06 0.610244
Mcm2 Minichromosome maintenance deficient 2 mitotin (S. cerevisia 1.21 0.740137 -1.18 0.275590
Mcm3 Minichromosome maintenance deficient 3 (S. cerevisiae) 1.14 0.888576 -1.10 0.323579
Mcm4 Minichromosome maintenance deficient 4 homolog (S. cerevisi 1,09 0.943750 105 0.657637
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Gene

TRa™ p

Name Description TRa™ FC Value TRal FC TRol p Value
Mdm2 Transformed mouse 3T3 cell double minute 2 -1.17 0.932545 -1.01 0.901507
Mki67 Antigen identified by monoclonal antibody Ki 67 1.28 0.825458 1.04 0.495639
Mrella Meiotic recombination 11 homolog A (S. cerevisiae) 1.06 0.739126 -1.05 0.682490
Msh2 MutS homolog 2 (E. coli) 1.08 0.987014 1.01 0.877080
Mtbp Mdmz2, transformed 3T3 cell double minute p53 binding protei 1.06 0.864749 -1.16 0.392707
Myb Myeloblastosis oncogene -1.02 0.811193 1.16 0.270065
Nek2 NIMA (never in mitosis gene a)-related expressed kinase 2 1.15 0.356173 -1.08 0.527549
Nfatcl Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 1 1.47 0.355338 1.26 0.127105
Notch2 Notch gene homolog 2 (Drosophila) 1.19 0.429574 1.08 0.410005
Npm2 Nucleophosmin/nucleoplasmin 2 1.31 0.354720 -1.18 0.237773
Pcna Proliferating cell nuclear antigen 1.15 0.636038 1.22 0.084112
Pes1 Pescadillo homolog 1, containing BRCT domain (zebrafish) -1.13 0.562405 -1.01 0.818116
Pkd1 Polycystic kidney disease 1 homolog 1.34 0.451720 1.04 0.708082
Pmp22 Peripheral myelin protein 22 1.11 0.669012 1.22 0.258327
Ppmid Protein phosphatase 1D magnesium-dependent, delta isofor -1.12 0.653699 -1.08 0.743074
Ppp2r3a Protein phosphatase 2, regulatory subunit B", alpha 1.11 0.549632 1.04 0.698617
Ppp3ca Protein phosphatase 3, catalytic subunit, alpha isoform -1.08 0.457911 -1.05 0.788507
Prm1 Protamine 1 1,01 0.351023 1.08 0.337038
Rad17 RAD17 homolog (S. pombe) 1.58 0.251351 1.12 0.890440
Rad21 RAD21 homolog (S. pombe) -1.05 0.847430 -1.01 0.932507
Rad51 RAD51 homolog (S. cerevisiae) 1.04 0.895838 2.70 0.000024
Rad9 RAD9 homolog (S. pombe) 1.00 0.998996 -1.10 0.565948
Ran RAN, member RAS oncogene family -1.02 0.915915 1.14 0.516492
Rbl1 Retinoblastoma-like 1 (p107) 1.21 0.253867 -1.14 0.474525
Rbl2 Retinoblastoma-like 2 1.11 0.383914 1.08 0.512231
Sesn2 Sestrin 2 1.28 0.818000 -1.05 0.484027

Sfn Stratifin 4.36 0.041818 10.63 0.000225
Shcl Src homology 2 domain-containing transforming protein C1 1.04 0.893175 -1.03 0.848476
Skp2 S-phase kinase-associated protein 2 (p45) 1.08 0.818588 -1.51 0.058368
Sifnl Schlafen 1 1.13 0.687579 1.85 0.065624
Smcla Structural maintenance of chromosomes 1A 1.25 0.592731 -1.08 0.689809
Stagl Stromal antigen 1 2.28 0.642179 1.16 0.176417
Sumol SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 1 (yeast) -1.12 0.610092 1.16 0.131020
Tafl10 TAF10 RNA polymerase Il, (TBP)-associated factor -1.16 0.448976 1.18 0.024200
Terfl Telomeric repeat binding factor 1 -1.07 0.914363 1.02 0.901996
Tfdpl Transcription factor Dp 1 -1.09 0.588416 -1.08 0.379237
Psmg2 Proteasome (prosome, macropain) assembly chaperone 2 -1.07 0.807513 1.01 0.928662
Trp53 Transformation related protein 53 -1.04 0.598609 -1.18 0.203837
Trp63 Transformation related protein 63 1.79 0.612682 -1.10 0.922343
Tsgl01 Tumor susceptibility gene 101 -1.20 0.159758 -1.01 0.939334
Weel WEE 1 homolog 1 (S. pombe) -1.09 0.712215 -1.24 0.001367
Gusb Glucuronidase, beta 1.06 0.565146 -1.03 0.883184
Hprt Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase -1.16 0.506560 1.10 0.288823
Hsp90abl Heat shock protein 90 alpha (cytosolic), class B member 1 -1.18 0.059398 -1.01 0.858525
Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1.11 0.296018 1.02 0.978659
Actb Actin, beta 1.15 0.419850 -1.08 0.777845
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Supplemental table 2 Comparative data : Testicular parameters0f0rite studied by Holsbeger et
al. (2005) or Fumel et al. (present study), and of MRSC (present study) ND= not determined:;

NS=no significant diffe

rence

parameters

TRa0/0
Holsberger et al. 2005

TRa0/0
Fumel et al.

TReAMI-SC
Fumel et al.

Testis weight 4M (mgQ)

Significantly increased

Significantly increased

Significantly increased

)

(+ 20%) (+26.7%) (+14.2%)
Whole testicular sperm ND Significantly increased Significantly increased
reserve 4M (+75%) (+79%)
Sperm reserve/mg ND Significantly increased Significantly increased
testis
Daily Sperm NS ND ND
Production
Semineferous tubule | No obvious changes | No obvious changes | No obvious changes
histology
SC density ND ND Significantly increased
(+23.9%)
SC number NS ND ND
Tubule diameter in the ND ND Significantly decrease
adult testis
Tubule diameter at P10 Significantly decreased ND ND
Blood testosterone ND unchanged unchanged

(basal and stimulated)

In vivo SC ND Significantly increased Significantly increased
Proliferation index at (+23.2%) (+19.9%)

P3

In vivo SC Unchanged Unchanged Unchanged
Proliferation index at

P10

CDK4 mRNA at P3 ND Significantly increased Significantly increased
P27kipl protein at P10 unchanged ND ND

(euthyroid mice)

P27kip1 mRNA at P3 | ND unchanged unchanged
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B. R6les du récepteur TR dans les cellules de Leydig adultes:
lignée TR -Aro

Cette lignée TR™'-Aro a été générée par croisement entre la lignée™f'Ret la lignée
Aromatase-Cre présente au laboratoire et a pour conséquence d’introduire le récepteur
dominant-négatif TR™' dans les cellules de Sertoli et ce, dés le stade foetal comme dans la

lignée TR -SC et, dans les cellules de Leydig & partir du stade pubére.

1) Contexte

Il est connu que la T3 agit sur les cellules de Leydig. En effet, la T3 est connue pour
réguler la prolifération et la différenciation des cellules de Leydig chez plusieurs espéces dont
le rat (Mendis-Handaganeh al., 2005). En 1998, Teerds et ses collaborateurs ont montré que
des injections de T3 a des rats en période néonatale-prépubertaire avaient des effets directs sur
le début de formation de la population adulte de cellules de Leydig. La T3 déclenche I'entrée
en différenciation des cellules souches leydigienne puis, en entrainant la prolifération de ces
cellules souches et progéniteurs, elle induit une augmentation du nombre de cellules de
Leydig pouvant entrer en différenciation (Mendis-Handagama et Ariyaratne, 2004). La T3
exogene est indispensable pour la différenciation post-natale des cellules de Leydig.
Toutefois, le mécanisme par lequel la T3 agit sur la différenciation des cellules de Leydig est

inconnu.

La présence du T&R dans les cellules de Leydig a été montrée cheat IéHardyet
al., 1996); en I'absence de données publiées chez la souris sur ce récepteur, nous avons réalisé
une RT-PCR sur des fractions de cellules interstitielles (contenant une majorité de cellules de

Leydig) et montré en effet la présence du récepteur dans ces cellules (Figure 27)

La T3 régule la différenciation des cellules de Leydig (pour revue : Mendis-
Handagama et Ariyaratne, 2005) en post-natal et la fonction stéroidogene. Hn witiet,
la T3 stimule la production de testostérone par les cellules de Leydig de souris en augmentant
'expression des ARNm de StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein) et la production
des protéines StAR (Manna et,al999 ; Mendis-Handagama et Ariyaratne, 2004). In vitro, la
T3 augmente l'activité stéroidogéne des cellules de Leydig stimulées par la LH, en stimulant
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I'aromatisation de la testostérone (Maghial., 2000). Les mémes auteurs, en 2001, (Maran et

al., 2001) ont montré une diminution de la concentration de testostérone dans le sérum chez
des rats hypothyroidiens. Ces résultats sont en accordance avec des études précédentes
(Antony et al., 1995; Valentet al., 1997); toutefois, dans une étude précédente, Hardy et ses
collaborateurs, en 1993, ont montré que le niveau de testostérone n’est pas modifié dans le
sérum (bien que diminué a I'échelle de cellules de Leydig isolées).

Nous avons posé I'hypothese que la régulation par T3 de l'activité stéroidogene des
cellules de Leydig pouvait passer parallRet, comme nous avions a notre disposition au
laboratoire, une lignée Cre sous la dépendance du promoteur de I'aromatase (générée par nos
collegues de I'équipe Ovaire dans les années 2003 : these de P. Froment, data non publiées),
nous avons généré des sourisaT®-Aro qui expriment le dominant-négatif de #Rdans
les cellules de Sertoli, et ce, dés le stade feetal, comme dans la lign&®-3R et, dans les
cellules de Leydig a partir du stade pubére.

2) Matériel et méthodes

Les expérimentations suivent les mémes protocoles que pour la ligné&' 8T
(voir article 1), donc je ne décrirai ici que la génération et le génotypage de la lignfé8-TR
Aro qui a été obtenue en croisant la lignée homozygoté™'Rwvec la lignée Aromatase-Cre
hétérozygotes. De ce fait, les animaux contréles, nommeés mCre-, sont présents dans les
portées. Concernant le génotypage, des primers spécifiques sont utilisés pour détecter la Cre
Aromatase en PCR (primer sens: 5’ CCT-GGA-AGA-TGC-TCC-TGT-CTG 3’ et primer anti-
sens: 5 AGG-GTG-TTG-TAG-GCA-ATG-CC 3)). La lignée aromatase-Cre a été créé par
Froment et ses collaborateurs au laboratoire, avec comme obijectif initial d’induire une
excision Cre-dépendante dans la granulosa des follicules pré-ovulatoires. Pour créer cette
lignée, ils ont utilisé le promoteur 1l de 'aromatase devant le géne d’une Cre humanisé (voir
construction en Annexe 1). Lors des croisements avec une lignée floxée (premiére
génération : un allele normal et un floxé excisé ou non) d’'intérét (gene du récepteur a I'lGF-
1), I'excision a lieu uniguement dans les gonades, femelles et males, pas dans les autres
organes. (Annexe 1). Froment et ses collaborateurs ont également analysé I'expression de la
Cre dans des ovaires (Annexe 2) et dans des testicules (Annexe 3) de souris adultes en

87



&

b)

g
5

ks

=
&
g
2

o

5

:

20000

% proliferating SC
N
(=]

-
=]
I

Testis weight (mg)

10000

Whole Sperm Reserve xion

mCre- TRa*M-Arg mCre- TRa*-Arg mCre- TRaAM_Aro

Figure 32: Le poids testiculaire et la réserveFigure 33: Le nombre de cellules de
spermatique sont augmentés chez les”RAro &  Sertoli en prolifération est augmer
4-6 mois chez les TR™'-Aro & 3 jpp

A 4-6 mois, le poids testiculaire est significativement Les comptages de cellules de Sertoli BrdU
augmenté chez les males @®'-Aro (a; p<0,001; n=18). positives révélent que chez les maleso -

La réserve spermatique testiculaire est significativementAro la prolifération des cellules de Sertoli est
augmentée chez les malesdl' -Aro (b; p<0,001; n=10). significativement augmentée comparée aux

témoins (p<0,001; n=5).

25+ EEs

1 ol

Vehicule T3 (200nm)

[
(=1
)
-

3 mCre-

E3 Basal
B TRo*"-aAro

bl [ Stimulat

@
(=]
L

% proliferating SC

(X
(=1
1

=

Testosterone level (ng/ml)
F
[=]

mCre- TRa*M-Arg

Figure 34. L'effet de la T3 sur l'inhibition de la Figure 35: Le niveau de testostérone
prolifération des cellules de Sertoli est aboli chez lesous stimulation hCG est augmenté chez
TRo"M'-Aro en cultures organotypiques les TR"M'-Aro a I'age adulte
Des cultures organotypiques de testicules de*RAro a 3 Les niveaux basaux et sous stimulation hCG de
jpp ont été réalisées, en présence de T3 (200nM) ou nortestostérone sont mesurés par RIA chez les
Aprés 3 jours de culture, le BrdU a été ajouté et la proliférationtémoins (n=9) et les T&™'-Aro (n=11).
des cellules de Sertoli a été évaluée. La stimulation hCG induit une augmentation
La prolifération des cellules de Sertoli est significativement significative de la sécrétion de testostérone chez
diminué chez les contréles en présence de T3 (p<0,001). Aes témoins et les animaux d'intérét (p<0,001).
l'inverse, chez les animaux d'intérét, la T3 n'a pas d’effet sur Toutefois, il y a une différence significative du
la prolifération des cellules de Sertoli (n=9). niveau de testostérone en conditions stimulées,
le niveau de testostérone est significativement
augmenté chez les TR"-Aro (p<0,05).



générant une lignée Rosa26xAromatase-Cre. Par détection de I'expression fde la
galactosidase sur coupes, I'expression de la Cre chez la femelle s’est révélée hétérogene dans
les cellules de granulosa, sous la forme d’une mosaique cellulaire (hétérogénité d’expression),
ce qui explique probablement que les auteurs n’ont obtenu aucun phénotype ovarien lors du
croisement avec une lignée floxée. Cette lignée s’est donc révélée inutilisable pour faire de la

génomique fonctionnelle dans 'ovaire.

Sur des coupes de testicules de souris adultes Rosa26xAromatase-Cre (Annexe 3), il est
observé une expression homogéne de la Cre dans les cellules interstitielles et dans les cellules
de Sertoli ('usage de cette lignée n'ayant pas été envisagée initialement pour I'étude de génes
exprimés en post-natal, la caractérisation n'a pas été faite au cours du développement). Cela
était attendu puisque, chez le male, ce promoteur PII est le principal promoteur qui est actif
dans les cellules de Sertoli et les cellules de Leydig (chez le rat: Lagizedlg 2001)
L’aromatase est exprimée des la vie foetale par les cellules de Sertoli, puis I'expression
sertolienne décroit et c’est a partir de la puberté que I'aromatase est exprimée par les cellules
de Leydig (Van Der Moleret al., 1981; Rommertst al., 1982 ; Tsai-Morrist al., 1985 ;
Levalletet al., 1998), qui prennent donc le relai pour I'aromatisation des androgénes dans le

testicule.

Ainsi, dans la lignée T&™'-Aro, nous avons analysé les conséquences phénotypiques de
l'allele TRe™™' activé par la Cre dans les cellules de Sertoli dés la vie foetale (comme avec les

AMH-Cre) et dans les cellules de Leydig chez I'adulte.

3) Résultats

Les males TR*'-Aro présentent une fertilité et une histologie normale. En ce qui
concerne la présence du ' dans les cellules de Sertoli, nous avons exactement reproduit
dans cette lignée le phénotype observé chez les mate¥"F&C, a savoir: augmentation du
poids testiculaire et de la réserve spermatique (Figure 32), qui sont la conséquence d’une
augmentation significative de l'index de prolifération des cellules de Sertoli ai8 ypyo,
comparativement aux témoins (Figure 33); enfin, l'action inhibitrice de la T3 sur la
prolifération sertoliennen vitro (cultures organotypiques) est abolie dans les testicules de

cette lignée comme dans ceux de la lignéa™RSC (Figure 34).
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La présence du récepteur ' dans les cellules de Leydig a pour conséquence une
augmentation significative de la sécrétion de testostérone sous stimulation hCG (alors qu’elle
est non significativement differente en conditions basales; Figure 35) qui n'avait pas été

observée, ni dans les T"'-SC, ni dans les TéD.

4) Discussion/perspectives

La lignée TR"M'-Aro, malgré l'imperfection du modéle -deux types cellulaires
touchés par la modification génomique- généré, nous a permis de montrer que la forme
répressive de Td&l stimule 'activité stéroidogene des cellules dgdig et nous a permis de
confirmer le phénotype observé lorque ledt® est exprimé que dans les cellules de Sertoli.

Il existe d’autres lignées exprimant la Cre dans les cellules de Leydig, comme la lignée
AMHR-Cre (Jaminet al., 2002). Mais, dans cette lignée, la Cre est exprimée dans toutes les
cellules somatiques du testicule (avec excision dés 12.5jpc). En effet, cette lignée a été utilisée
initialement pour cibler I'invalidation génomique spécifiqguement dans les cellules de Leydig
(Jeyasuriat al., 2004). Mais, il a été observée qu’elle cible également les cellules de Sertoli
(Tanwar et al, 2010).

Il ait été montré que I'aromatase est exprimée dans les spermatides rondes, spermatocytes
pachyténes et spermatides allongées chez le rat (Janallis1998 ; Lambardt al., 2005) et

dans les spermatides rondes et allongées chez la sourisdNitta 1993). Dans la lignée
aromatase-Cre, il n'y a pas d’expression de la Cre dans les cellules germinales (Annexe 3)

confirmé par I'absence de la transmission du transgéene excisée

Nous avons donc: 1) confirmé le réle de T34IRlans les cellules de Sertoli quant au
contréle de la prolifération; 2) montré que le dlRdes cellules de Leydig intervient pour

moduler la sécrétion de testostérone, comme suggéré par les études précédentes.

Nous montrons une augmentation significative de la sécrétion de testostérone induite par
stimulation hCG chez les TRY-Aro. En 2001,in vivo, Maran et ses collaborateurs ont
montré une diminution de la concentration de testostérone dans le sérum chez des rats
hypothyroidiens. Ces résultats sont en accord avec des études précédentes efAaltony
1995; Valenti et al, 1997).

89



Dans notre cas, on a induit une hypothyroidie locale testiculaire alors que dans les autres
études, le contexte est une hypothyroidie globale. Dans le contexte d’'une hypothyroidie
globale, on peut supposer que les autres récepteurs a I’hormone thyroidienne freinent la
production de testostérone, ce qui n'est pas le cas dans notre modele d’hypothyroidie
testiculaire, ce qui expliquerait 'augmentation significative du taux de testostérones sous

stimulation hCG.

Chez les souris T&D, nous n'observons pas de modification des niveluiestostérone en
conditions stimulées (par la hCG), contrairement & ce que I'on observe chezf¥5-AR.

Ce résultat suggére que chez lesa@Ril y aurait une compensation de dRa d’autres
niveaux de l'axe hypothalamus/hypophyse/testicule. On peut poser I'hypothése d’une
compensation au niveau hypophysaire. Pour approfondir I'étude de cette lignée, il serait
nécessaire de mesurer les niveaux de LH chez les sout® @RTRM'-Aro. Il serait
également pertinent d’étudier I'activité stéroidogéne des maleS*#Rro aprés traitement a

la T3, en période néonatale. La T3 stimule la production de testostérone par les cellules de
Leydig de sourign vitro en augmentant I'expression des ARNm de StAR (Steroidogenic
Acute Regulatory protein) et la production des protéines StAR (Metreda 1999; Mendis-
Handagama et Ariyaratne, 2004). On pourrait donc vérifievivo dans notre modeéle
'expression de la StAR et des autres acteurs de la stéroidogenese.
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Il. Impact de I'invalidation du récepteur mitochondrial

p43 sur la proliferation des cellules de Sertoli

A. Introduction

Comme présenté dans l'introduction, TARNm dedllReode pour trois récepteurs : le
récepteur TR1 nucléaire et deux récepteurs mitochondriales2&ei le p43. La forme p28
code pour une protéine qui na pas de domaine de liaison a '’'ADN. La forme p43 code pour
un récepteur capable de lier la T3 et TADN. En 1994, Palmero et ses collaborateurs ont
montré la présence de sites de fixation de la T3 sur les mitochondries de cellules de Sertoli de
rats. Cette étude a démontré que la T3 affecte le métabolisme énergétique des cellules de

Sertoli de rat, suggérant un role de la T3 au niveau des mitochondries sertoliennes.

Afin de déterminer une implication de ce récepteur mitochondrial p43 dans le controle
de la prolifération des cellules de Sertoli, nous avons analysé les testicules des souris KO pour
ce récepteur p43 (lignée p43KO), générées par Casas et ses collaborateurs (&lahchet
2011).

B. Matériels et méthodes

- Animaux

Les souris sont élevées dans des conditions standard. Elles sont maintenues dans une
animalerie a température contrélée (21-23°C) et avec une alternance 12h de lumiéere/12h
d’obscurité. Les animaux ont été manipulés selon les directives européennes de bonnes
pratigues de laboratoire et avec l'approbation du Comité d'éthique en expérimentation

animale Val de Loire.

Les animaux de la lignée p43KO ont été créées par le laboratoire de Frangois Casas (Blanchet
etal., 2011 dans FASEB).
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Les témoins de cette lignée sont les souris de fond génétique C57Black6. Nous avons
comparé le phénotype testiculaire a celui observé chez la ligné® (GQRwuthieret al., 2001;
Holsbergert al., 2005) et & la lignée TRY'-SC (Fumel et al, 2011).

- Détermination du poids testiculaire et de la réserve spermatique

Les souris p43KO et leurs témoins ont été sacrifiés par dislocation cervicale. Un testicule a
été pesé et congelé a -80°C pour estimation de la réserve spermatique. Le testicule est broyé
dans un potter dans 3mL de milieu L15 (Gibco-Invitrogen) puis soniqué trente secondes. Les
tétes de spermatides sont comptées sur cellules de Malassez et la réserve spermatique par
testicule est déterminée. La réserve spermatique testiculaire comprend les spermatozoides et
les spermatides allongées de stade Il a VII. La réserve spermatique par mg de testis est

obtenue en rapportant la réserve spermatique testiculaire au poids du testicule.
- Détermination de l'index de prolifération des cellules de Sertoli in vivo

A 3 jpp et a 10 jpp, des souris p43KO et témoins ont été injectés avec 50ug/g de 5-bromo-2-
deoxyuridine (BrdU; Sigma). Le BrdU s'’incorpore dans les cellules en prolifération. 3h aprées
injection, les souris sont sacrifiées. Les testicules sont alors préleves et fixés dans du Bouin,
traités et inclus en paraffine puis, coupés a 4um d’épaisseur. Aprés démasquage des antigenes
dans un bain bouillonnant de tampon citrate (a pH=6), I'activité des peroxydases endogenes
est bloquée via utilisation de,8,. L'immunohistochimie BrdU est ensuite réalisée en
utilisant un anticorps primaire, monoclonal immunoglobuline G de souris au’172R0che)

puis, un anticorps secondaire immunoglobulines de chevre anti-souris couplé a la péroxydase
(Dako). La révélation se fait a la Diaminobenzidii®AB; Dako). Une évaluation de la
spécificité du marquage a été réalisée en omettant I'anticorps primaire. Aprés coloration a
’lhématoxyline, les lames sont utilisées pour le comptage des cellules de Sertoli quiescentes et
en prolifération. 1000 cellules par animal ont été comptées en utilisant le logiciel d’analyses
Histolab.

- Dosage de la testostérone plasmatique

Les souris sont injectées en intrapéritonéale avec de la hCG (human chorionic gonadotropin ;
Chorulon), a la dose de 15Ul/animal. Avant et deux heures apres injection, du sang est
prélevé et les plasmas sont stockés a -20°C. Le dosage de testostérone est ensuite réalisé
comme décrit par Hochereau de Reviers en 1990.
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- Microscopie électronique

Pour chaque lignée, des testicules ont été prélevés chez des males adultes (a 4 mois). Ces
testicules ont ensuite été fixés dans du tampon cacodylate Na 0,1M /4% glutaraldéhyde. Les
testicules sont ensuite découpés en petits morceaux et incubés dans le méme tampon une nuit
a 4°C. Puis, les morceaux sont fixés dans de 'osmium 1% et inclus dans de la résine. Des
coupes sont ensuite effectuées a une épaisseur de 0,05um. Ces coupes sont ensuite montées
sur des grilles spéciales et subissent ensuite des bains dans de l'uranyl d’acétate et du citrate

d’argent avant d’étre observées en microscopie électronique.
- Extraction ARN, RT-PCR et gRT-PCR

Les ARN totaux de testicules a 3 jpp ont été extraits au trizol. Pour déterminer I'expression de
JunD, c-myc et de I'actine, des gRT-PCR ont été réalisées en utilisant le Sybr Green supermix
(Biorad). Les runs ont été effectués sur des triplicates dans un iCycler (Biorad). Des primers

et des températures d’hybridation spécifiques ont été utilisées (décrit dans la publication 1).

Pour déterminer et quantifier 'expression des genes mitochondriaux dans les testicules a 3
jpp, nous avons utilisés les plaques Mouse MitochondrfaFRdfiler Arrays de chez Qiagen,

selon les recommandations du fabriquant. Cing genes de controle endogénes ont été
utilisés pour la normalisation: glucuronidgdehypoxanthine guanine, heat-shock protéine,
glyceraldéhyde ep-actine. Le calcul statistique des fold-changes (FfL) représente la
variation du niveau d’expression du gene entre les animaux d’intérét et les témoins, est basé
sur l'utilisation du programme disponible sur le web’*Fofiler PCR Array Data Analysis.

Le seuil de significativité a été placé a 0,05 avec une différence d’expression de 2 fois ou plus
(test-t) afin d’établir la liste des génes différentiellement exprimés.
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Figure 36: Les expressions des ARNm dexIRTRo2 ne sont pas affectées dans le testicule
des p43KO

Les niveaux d’ARNm codant pour les formesdllRet TRi2 ont été déterminés par gRT-PCR. Le niveau des
ARNmM a été normalisé en utilisantfeactine comme géne de référence

Le KO de p43 n'altére pas I'expression devlRa) et de TR2 (b).

En contréle, nous avons évalué le niveau des ARNm de TBns les testicules de sourisdDRc; p<0,001).

(n=6 pour les P43KO et n=4 pour les WT).
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Figure 37: Le poids testiculaire (a) et la réserve spermatique (b) sont augmentés chez les
souris p43KO a I'age de 4 mois

Le poids testiculaire est significativement augmenté chez les males p43KO a 4 mois (a; p<0,001;
n=24/génotype).

La réserve spermatique est également augmentée a 4 mois chez les p43KO (b; p<0,001; n=23/génotype).
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Figure 38: L'expression de la testostérone, en conditions basales et stimulées par hCG, n’est

pas modifiée chez les souris p43KO adultes

Les niveaux basaux de testostérone plasmatique sont similaires chez les témoins (n=8) et les p43KO (n=8). La
stimulation hCG induit une augmentation significative de la sécrétion de testostérone chez les témoins et les
animaux d'intérét (p<0,001).



- Analyses statistiques

Toutes les données sont représentées avec les moyennes +/- SEM. Pour comparer les
moyennes, le test t de Student a été utilisé, de méme que le test de Mann-Whitney dans le cas
ou les variances étaient hétérogenes. Pour les comparaisons multiples, des tests ANOVA two-
way ont été réalisés, suivis de post-tests, Kruskal-Wallis et Bonferroni. Le seuil de
significativité a été fixé a p=0,05.

C.Résultats

1) Analyse du phénotype testiculaire des souris p43KO

- Dans le testicule, I'invalidation de I'isoforme p43 n’affecte pas I'expression des

autres isoformes de TRs:

Nous avons vérifié dans les testicules de souris p43KO a 3jpp que le KO du récepteur p43
n'altére pas I'expression des isoformes nucléaires du récepteuiFidRire 36). L'expression

de TRul (Figure 36a) et de TR (Figure 36b) n’est pas modifiée chez les sourBK@l Ce
résultat suggere que I'invalidation du récepteur mitochondrial p43 ne modifie pas I'expression
des isoformes nucléaires ded.R

- L’invalidation de I'isoforme p43 mitochondriale conduit a une augmentation du
poids testiculaire et de la réserve spermatique chez les souris p43KO a l'age
adulte:

A 4 mois, les testicules des souris p43KO sont significativement plus gros que ceux des
témoins (Figure 37a). La réserve spermatique testiculaire est significativement augmentée
(Figure 37b). L'histologie testiculaire des males p43KO a I'age adulte est normale, tous les

stades de la différenciation germinale sont présents (résultats non montrés).
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Figure 39: La structure des mitochondries est modifiée dans les cellules de Sertoli des souris
p43KO
a) et b) présentent des images représentatives des mitochondries des cellules de Sertoli (fleches rouges) et des

cellules germinales (fleches bleues) des souris témoins
c) et d) montrent des images représentatives des mitochondries des cellules de Sertoli (fleches roses) et des

cellules germinales (fleches bleues) des souris p43KO
Les mitochondries des cellules de Sertoli des testicules des souris p43KO sont plus dilatées et présentent une

opacité aux électrons faible, suggérant une altération de l'ultrastructure des crétes mitochondriales.
Barre d’échelle: 1um
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Figure 40: La prolifération des cellules de Sertoli est augmentée a 3 dpp chez les p43KO

Les comptages de cellules de Sertoli BrdU positives révelent que chez les males P43KO a 3 jpp, la prolifération
des cellules de Sertoli est significativement augmenté comparée aux témoins (p<0,001).

En revanche, a 10 jpp, il n'y a plus de différence de prolifération des cellules de Sertoli.

(n=3/génotype)



Les niveaux de testostérone, basal et induit par l'injection d’hCG, sont comparables entre les
souris p43KO et les souris témoins, suggérant que l'activité des cellules de Leydig n’est pas
affectée (Figure 38).

- La structure des mitochondries des cellules de Sertoli est perturbée chez les
souris p43KO a 'age adulte :

Nous avons observé en microscopie électronique la structure des mitochondries sertoliennes

et germinales des testicules des souris p43KO a I'age adulte (Figure 39).

Chez les témoins, les mitochondries des cellules de Sertoli (Figure 39a) et des cellules
germinales (Figure 39b) sont normales.

Par contre, chez les p43KO, I'histologie des mitochondries des cellules de Sertoli est modifiée
(Figure 39c), elles sont plus « dilatées » que celles des témoins et présentent une opacité aux
électrons modifiées, suggérant que la structure des crétes est modifiée. La forme et la
structure des mitochondries des cellules germinales ne sont pas modifiées chez les p43KO
(Figure 39d).

- La prolifération des cellules de Sertoli est augmentée dans les testicules des souris
p43KO a 3 jpp:

L’index de prolifération des cellules de Sertoli a été évalué dans des testicules de souris
p43KO a 3 jpp et 10 jpp. La figure 40 montre que lindex de prolifération est
significativement plus élevé chez les souris p43KO que chez les souris témoins a 3 jpp. A 10j,
'index de prolifération est faible et ne differe pas entre les souris p43KO et les souris
témoins. L'augmentation du poids testiculaire et de la réserve spermatique a I'age adulte chez
les souris p43KO resulte de 'augmentation de la prolifération des cellules de Sertoli pendant

le développement post-natal.
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Figure 41: L’'expression des génes mitochondriaux est modifiée dans les testicules des souris
p43KO a 3 jpp

Ce graphe est une représentation arbitraire en « Volcano Plot » du fold change (FC) pour chague géne analysé.
Il représente le Log2 du fold change pour chaque expression de génes en comparant le groupe d’intérét P43KO
(n=6) au groupe controle WT (n=4) versus le —Log10 de la p-value issue d'un test t. La 2éme ligne verticale
(rouge) indique un changement supérieur a 2. La ligne horizontale (bleue) indique le seuil de significativité de
la p-value qui est de 0,05.

De nombreux génes sont sur-exprimés chez les P43KO (cercles rouges). D’autres génes sont significativement
modifiés mais leurs FC sont inférieurs a 2.



- L’expression des génes mitochondriaux est modifiée chez les souris p43KO a 3

ipp:

L’expression de 84 genes mitochondriaux a été analysée en gRT-PCR en utilisant la

technologie Mouse Mitochondria RT Profiler PCR Arrays (Qiagen).

L’expression de nombreux genes mitochondriaux est modifiée dans les testicules des souris
p43KO (Figure 41).

L’ensemble des genes dont I'expression est modifiée est présenté dans le tableau ci-dessous.

Geénes p43KO Roéles du géne

Nefl 5,56 Formation des neurofilaments

Bbc3 5,28 Apoptose

Aifm2 4,26 Apoptose

Rhot2 3,93 Transport

Cdkn2a 3,8 Contrdle de la prolifération

Bid 3,48 Apoptose

Slc25al15 3,46 Transport

Mipep 34 Clivage de protéines importées dans mitochondrie
Sfn 3.4 Contrdle de la prolifération

Opal 3,19 Fusion mitochondriale

Cpt2 2,84 Métabolisme

Slc25a19 2,69 Transport

Slc25a30 2,64 Transport

Slc25a20 2,61 Transport

Slc25a37 2,27 Transport

Slc25a3 2,24 Transport

Taz 1,72 Métabolisme

Tomm40 1,71 Importation de protéines dans la mitochondrie
Slc25a31 1,52 Transport

Tomm34 1,46 Importation de protéines dans la mitochondrie
Timm50 1,45 Importation de protéines dans la mitochondrie
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Figure 42: Le niveau d’expression de c-myc Figure 43: Le niveau d'expression de
est augmenté significativement (p<0,01) dansJunD n’est pas modifié dans le testicule

le testicule des souris p43KO a I'age de 3 jpp des souris p43KO a I'age de 3 jpp
(n=6 pour les P43KO et n=4 pour les WT) (n=6 pour les P43KO et n=4 pour les WT)
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Figure 44: La structure des mitochondries est modifiée dans les cellules de Sertoli des souris
TRoO et TR"M'-SC & I'age adulte

a) et ¢) présentent des images représentatives des mitochondries des cellules de Sertoli (fleches rouges) des
souris témoins, WT et Cre-

b) et d) montrent des images représentatives des mitochondries des cellules de Sertoli (fleches roses et rouges)
des souris souris T et TR*'-SC

Chez les TRO, les mitochondries des cellules de Sertoli sont anormales (b), elles sont dilatées et leur faible
opacité aux électrons suggére une altération de I'ultrastructure des crétes. Che2"feSTR(d), on observe

la présence de mitochondries normales (fleches rouges) et anormales (fleches roses) dans les cellules de Sertoli.
Barre d’échelle: 1um



De fagon surprenant aucun des 84 géenes étudiés ne présentent une expression diminuée.

21 génes sur 84 présentent une expression augmentée chez les souris p43KO a 3 jpp. Ces
genes codent pour des petites molécules de transport (famille des Slc25a), pour des protéines
pour I'importation et le clivage de molécules dans les mitochondries (Mipep et membres de la
famille des Tomm et Timm), pour des protéines impliquées dans le métabolisme (Taz et
Cpt2), des protéines de localisation mitochondriale (Nefl, Opal, Rhot2), des
genesapoptotiques (Aifm2, Bbc3, Bid) et également, pour des génes impliqués dans le

contrble de la prolifération cellulaire (Cdkn2a et Sfn).

Ces résultats démontrent que le récepteur mitochondrial p43 joue un role important dans de
nombreuses fonctions des mitochondries puisque son invalidation conduit a une augmentation
de I'expression de nombreux génes impliqués dans les activités mitochondriales. Par qRT-
PCR, nous montrons que l'expression de c-myc est significativement augmentée chez les
souris p43KO a 3 jpp (Figure 42). Par contre, aucune variation de I'expression de JunD n’est

observée chez ces souris p43KO (Figure 43).

2) Comparaison des phénotypes testiculaires entre les lignées p43KO,
TRa0 et TR¢™-SC

Il existe de nombreuses similitudes entre le phénotype testiculaire de la lignée p43KO et
celui des lignées T®&™'-SC et TR0. Chez les p43KO, nous montrons que la structuse de
crétes des mitochondries apparait altérée dans les cellules de Sertoli et que I'expression des
génes mitochondriaux est modifiée. Nous avons donc décidé d'analyser l'aspect des
mitochondries en microscopie €électronique ainsi que I'expression des genes mitochondriaux
dans les souris T#® et TR"M'-SC.

- L'ultrastructure des mitochondries des cellules de Sertoli est affectée chez les
souris TReAMI-SC et TRaO a I'age adulte:

Dans les testicules des sourisoDRa 4 mois, on observe, une altération de I'ultuastire des
mitochondries dans les cellules de Sertoli et une augmentation de leur taille (Figure 44b).

Dans les testicules de souris #®'-SC adultes, on observe dans les cellules de Sertoli, une
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Figure 45: L’'expression des genes mitochondriaux est modifiée dans les testicules des souris
TRaO a 3 jpp
Ce graphe est une représentation arbitraire en « Volcano Plot » du fold change (FC) pour chaque géne analysé.
Il représente le Log2 du fold change pour chaque expression de genes en comparant le g@pe4)Ru

groupe contréle WT (n=4) versus le —Log10 de la p-value issue d'un test t. La 3éme ligne verticale (rouge)
indiqgue un changement supérieur a 2. La ligne horizontale (bleue) indique le seuil de significativité de la p-
value qui est de 0,05.
5 génes sont sur-exprimés chez les sourigdT({Roints roses). 1 géne est sous-exprimé (point orange). D'autres
génes sont significativement modifiés mais leurs FC sont inférieurs a 2.
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Figure 46: L'expression des genes mitochondriaux est modifié dans les testicules des souris
TRo™M'-SC a3 jpp
Ce graphe est une représentation arbitraire en « Volcano Plot » du fold change (FC) pour chaque géne analysé.
Il représente le Log2 du fold change pour chaque expression de génes en comparant le grfdlipeCTR
(n=6) au groupe contrdle Cre- (n=6) versus le —Log10 de la p-value issue d’'un test t. La 3éme ligne verticale
(rouge) indique un changement supérieur a 2. La ligne horizontale (bleue) indique le seuil de significativité de
la p-value qui est de 0,05.
1 géne est sur-exprimé chez lesdf®-SC (Cdkn2a; point rose). 1 géne est sous-exprimé Nefl; (point orange).
D’autres génes sont significativement modifiés mais leurs FC sont inférieurs a 2.



cohabitation entre mitochondries normales (Figure 44d ; fleches rouges) et mitochondries
anormales (Figure 44d ; fleches roses). Ces mitochondries anormales sont plus grosses que
celles des témoins et présentent une opacité aux électrons modifiées, suggérant que la
structure des crétes est altérée, comme observé chez les p43KO. L’altération de la structure
des mitochondries est moins importante chez les souriS*ffC du fait que chez ces souris
(hétérozygotes), un allele sauvage duoTRest exprimé. Les mitochondries des cellules
germinales sont quant a elles normales dans les lignée8 @RTRM'-SC (résultats non

montrés).

- L’expression des genes mitochondriaux est affectée chez les sourisaURet les
TRaAMI-SC a 3 jpp:

L’expression de 84 genes mitochondriaux a été analysée chez les soulrig-igRre 45) et
TRo"™M'-SC (Figure 46) a 3jpp. Aucun des 84 génes ne présente une diminution d’expression.

Plusieurs génes par contre présentent une expression augmentée.

Les résultats sont présentés dans le tableau suivant.

Génes TR™-SC | TR:O Roéles du géne

Cdkn2a 4,28 5,84 Controle de la prolifération

Sfn 1,93 9 Contréle de la prolifération

Nefl -2,14 2,58 Formation des neurofilaments

Cpt2 X -2,08 Métabolisme

Pmaipl X 2,06 Apoptose

Slc25a15 X 1,8 Transport

Slc25a16 X 2,87 Transport

Slc25a4 X 1,41 Transport

Slc25a20 -1,44 X Transport

Slc25a24 -1,37 1,46 Transport

Timm44 1,33 X Importation de protéines dans la mitochondrie
Tomm34 1,57 X Importation de protéines dans la mitochondrie
Tomm22 X -1,94 Importation de protéines dans la mitochondrie
Tomm40Il X 1,14 Importation de protéines dans la mitochondrie
Tomm70a X 1,48 Importation de protéines dans la mitochondrie
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7 génes mitochondriaux sont dérégulés dans les testicules des satiffs-3& a 3 jpp. Ces
genes sont impliqués dans le transport de molécules et I'importation de protéines dans la

mitochondrie, dans le métabolisme et le contrdle de la prolifération cellulaire.

12 génes mitochondriaux sont dérégulés dans les testicules des soxid Jhpp. Ces genes
sont également impliqués dans le transport de molécules et I'importation de protéines dans la

mitochondrie, dans le métabolisme et le contrdle de la prolifération cellulaire.

De maniére étonnante, les deux genes impliqués dans le contrble de la prolifération cellulaire

sont fortement up-régulés dans les trois modeles de souris.

Génes TRO TRe™'-SC | p43KO
Cdkn2a 5,84 4,28 3,8
Sfn 9 1,93 3,4

D. Discussion

Nous montrons pour la premiére fois I'implication du récepteur p43 mitochondrial dans le
contréle de la différenciation des cellules de Sertoli par la T3. Ce résultat démontre et
confirme que cette isoforme de récepteur a des fonctions physiologiques. En effet,
récemment, ce récepteur a été montré comme impliqué dans le contrle de la sécrétion
d’'insuline par le pancréas et 'homéostasie du glucose (Blarathat, 2011). Ce réle
physiologique est confirmé par notre étude qui montre également une importance de ce

récepteur mitochondrial pour la physiologie testiculaire.

Le récepteur p43 est connu pour agir comme un facteur de transcription T3-dépendant du
génome mitochondrial, qui régule la synthése des protéines mitochondriales, la consommation
d’'oxygeéne et l'activité de la chaine respiratoire (Wrutrgtlal., 1995; Casast al., 1999;
Grandemange et gl2005).

Nous montrons par des approches de gRT-PCR que de nombreux génes mitochondriaux sont
up-régulés dans les testicules des souris p43KO a 3 jpp. Ces génes codent principalement pour
des molécules impliquées dans le transport (de la famille des Sic) et la translocation a travers

la membrane des mitochondries (famille des Tomm et Timm) ainsi que pour des genes
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impliqués dans le contréle de la prolifération (Cdkn2a et Sfn). De fagon surprenante, aucun

des génes étudiés ne présente une expression diminuée.

Ces résultats sont en accord avec les observations de Casas et al. qui montrent qu'une
modification d’expression de p43 conduit a une modification de la transcription des genes
cibles. En effet, Casas et ses collaborateurs montrent qu’une surexpression de p43 conduit a
une augmentation de la transcription et de I'activité mitochondriale (Ghsas 2008).
Cependant, Blanchedt al. (2011) montre que le KO de p43 dans le pancréas induit une
diminution de l'activité mitochondriale dans les cellules des ilots pancréatiques. Ces résultats

montrent que le réle de p43 peut-étre différent selon le type cellulaire considéré.

Dans le testicule, il est probable que les dérégulations de I'expression des génes
mitochondriaux que nous observons sont a l'origine de la modification de I'activité
mitochondriale des cellules de Sertoli, suggérée par l'altération de l'ultrastructure des crétes
mitochondriales observée en microscope électronique. L'impact de cette dérégulation aurait
pour effet une augmentation de la prolifération a 3 jpp. Or, nous montrons que plusieurs
genes up-régulés sont impliqués dans le contrdle de la prolifération cellulaire. L’expression
des genes mitochondriaux Cdkn2a et Sfn, impliqués dans le contrdle de la prolifération
cellulaire, est en effet augmentée. Nous avons observé une augmentation de I'expression de
ces génes dans le testicule des souris exprimant le dominant négatif d&¥'. TRous
observons également une augmentation de I'expression de Nefl chez les p43KO. Ce géene est
connu pour étre exprimé dans les cellules nerveuses et étre impliqué dans la formation des
neurofilaments. Ces autres fonctions sont peu connues. Toutefois, son expression est
augmentée dans linduction de la prolifération des cellules souches mésenchymateuses

humaines par hypoxie (Wu et.an 2007).

Nous n’avons pas mesuré I'expression de Cdk4 dans le testicule de souris p43KO, cela reste
a faire. Cependant L'expression du gene c-myc chez les p43KO a 3 jpp (+1,59 fois) est
augmentée. Or, ce facteur de transcription est connu pour réguler Batk¢ontre, nous
montrons que I'expression de JunD n’est pas modifiée a cet age chez les souris p43KO.
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Il existe de nombreuses similitudes entre le phénotype testiculaire de la lignée p43KO
et celui des lignées TRM'-SC et TRI0. La comparaison des résultats obtenus pourdis tr

lignées p43KO, TRO et TR*M'-SC est présentée dans le tableau ci-dessous.

TRoO | TR™M-SC | p43KO
Poids testiculaire + + +
Réserve spermatique + + +
Prolifération des cellules de Sertoli a 3 jpp + + +
Altération des mitochondries + +/- +
Genes mitochondriaux impliqués dans le transport H - +
Genes mitochondriaux impliqués dans la translocationt+/- + +
Genes mitochondriaux controlant la prolifératipn:
Cdkn2a et Sfn + + +
Cdk4 + + ND
JunD - - =
c-myc + + +

Chez les souris p43KO, seule I'isoforme mitochondriale p43 est invalidée. Chez les souris
TRaO, toutes les isoformes, nucléairedllRet mitochondriale p43, sont invalidées. Par contre
chez les souris T®™'-SC, il y a cohabitation d’une forme sauvage dwIRet du dominant
négatif TR™™'. L’expression du récepteur p43 n'est pas touchée (communication personnelle
de Frédéric Flamant, le créateur de la lignéex 3. Nous montrons dans le modéle
TRo™'-SC une perturbation de la structure des mitochondries et que I'expression de
plusieurs genes mitochondriaux est affectée. Ce résultat suggere I'hypothese d’'un contrble
de l'expression de l'isoforme mitochondriale p43 par le récepteurl TiRucléaire. Pour
vérifier cette hypothése il serait nécessaire d’évaluer le niveau d’expression du récepteur p43

dans le testicule des souris exprimant le dominant négatif.

Chez les souris T&® et les souris T&™-SC, nous montrons une augmentation de

I'expression de c-myc et de JunD alors que chez les souris p43KO, seul c-myc présente une
augmentation d’expression. L'expression de JunD n’est pas modifiée chez les souris p43KO.
Ce résultat suggere que la prolifération des cellules de Sertoli serait sous la double

dépendance d’une régulation mitochondriale, qui aurait comme conséquence une modification
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de I'expression de c-myc et, d'une régulation nucléaire dépendant de JunD. Chacun de ces
facteurs de transcription aurait pour cible le promoteur de Cdk4. Ainsi, dans cette hypothése
le niveau d’expression de Cdk4 jouerait un role central dans le contrdle de la prolifération des
cellules de Sertoli en intégrant le dialogue entre les deux génomes, nucléaire et mitochondrial

via le niveau d’expression de la protéine c-myc.

Il est probable que le mécanisme identifié dans le controle de la différenciation des
cellules de Sertoli ne soit pas spécifique aux cellules du testicule puisque que les travaux
conduits par Rocharét al. (en 2000) montre que la surexpression de p43 stimule la
différenciation des myoblastes. Il a été montré I'existence d’'un dialogue mitochondrie/noyau,
impliqguant p43 dans la régulation de I'expression de genes impliqués dans la
prolifération/différenciation des myoblastes (Rocheird., 2000; Seyeet al., 2006; Casast
al., 2009; Seyeet al., 2011)

Toutefois, il nous reste a étudier I'expression de Cdk4 dans la lignée p43KO et analyser
comment la dérégulation des genes de la mitochondrie induit une modification de I'expression

de c-myc.

Cependant, au regard de laugmentation de I'expression de nombreux genes
mitochondriaux, il apparait que l'activité de la mitochondrie serait augmentée. Grandemange
et ses collaborateurs (2005) ont montré dans les fibroblastes que la surexpression de p43
entraine une augmentation de I'activité mitochondriale qui induit une augmentation de la
production des ROS (Reactive Oxygen Species). On peut donc supposer que la production des
ROS qui seraient augmentée dans les testicules de nos trois lignées de souris. Il est connu que
les ROS peuvent agir comme second messagers et, spécifiquement activer certaines voies de
signalisation (Storz, 2005), notamment celles impliquées dans la prolifération (Btir@qgn
1990; 1995 et 1996). De plus, deux études récentes (2011), réalisées d’'une part, par Liu et al.
sur des fibroblastes cardiaques et d’autre part, par @&halu sur des cellules d’cesophages,
montrent que la prolifération de ces cellules est corrélée & une augmentation des taux de ROS
dans ces cellules. Cdkn2a et c-myc ont été montré récemment impliquées dans la régulation
de la production des ROS (Jenkigtsal., 2011; Danget al., 2005). Il nous semble donc
maintenant important d’évaluer le niveau des ROS, l'efficacité de la chaine respiratoire des
mitochondries des cellules de Sertoli et de les corréler avec 'action de la T3 sur I'expression
de c-myc et son impact sur la contrdle de la prolifération des cellules de Sertoli.
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Conclusion générale & perspectives
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Le contréle de la balance prolifération/différenciation des cellules de Sertoli est un
phénoméne complexe, qui influence fortement le rendement de la spermatogenese
L'implication des hormones thyroidiennes dans ce processus est indéniable mais, les

mécanismes par lesquels ces hormones agissent sont peu connus, notamment chez la souris.

Les études que nous avons menées sur différents modéles de souris transgéniques ont permis
de démontrer un effet direct de la T3 sur le testicule et de mettre en évidence I'implication du
récepteur nucléaire TR et du récepteur mitochondrial p43 dans le contrdée la
prolifération des cellules de Sertoli T3-dépendant durant la période post-natale. Ce contrdle
T3-dépendant impliquerait un dialogue entre des facteurs exprimés par le génome

mitochondrial et par des facteurs exprimés par le génome nucléaire.

Toutefois, nos travaux soulévent un certain nombre de questions qui restent a élucider.
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|. Quels sont les facteurs, induits par I'activation du
TRoal par la T3, qui sont impliqués dans le controle

de la prolifération des cellules de Sertoli?

Les travaux publiés par I'équipe de Cooke, montrent, chez les souris présentant une
invalidation du récepteur TH, une augmentation significative du poids testicela
Contrairement a nos observations, ils ne montrent pas d’augmentation du nombre de cellules
de Sertoli et de la réserve spermatique. Cependant, il indique que les protéines p21Cipl et
p27Kipl seraient responsables du contrble de la prolifération des cellules de Sertoli. Ces deux
acteurs du cycle cellulaires sont impliqués dans le contréle de la prolifération, ce sont des
CDKiIs (Cyclin-Dependant Kinase Inhibitors), ils sont connus pour inhiber les complexes
cyclines/Cdks. Cette équipe a analysé les phénotypes testiculaires des souris p21KO et
p27KO (Holsbergeet al., 2005). Chez ces souris présentant une invalidation de ces genes, ils
observent que les poids testiculaires sont significativement augmentés ainsi que la production
spermatique a l'age adulte. Chez les souris p27KO, le nombre de cellules de Sertoli est
significativement augmenté. A partir de ces deux études, ils affirment que I'augmentation du
poids testiculaire corrélée a une augmentation de la prolifération cellulaire serait due a une
diminution de I'expression des inhibiteurs du cycle cellulaire, p21Cipl et p27Kipl mais, cela
n'a jamais été déemontré. De plus, ils n'ont montré aucune différence du niveau d’expression
de la protéine p27Kipl dans les testicules des souris présentant une invalidation du récepteur
TRal.

Certes, I'invalidation de p21Cipl et p27Kipl conduit & un phénotype similaire a celui observé
chez les souris T#® et TR"™'-SC mais, il est probable que cela n'implique pas les mémes
acteurs du cycle cellulaire et cela pourrait étre indépendant d’'une activation par la T3 via le

récepteur Tiel.

Nos travaux remettent en question les résultats de I'équipe de Cooke. En effet, nous
démontrons, dans nos modeles, que I'expression de p21Cipl et p27Kipl n’est pas modifiée.
Nos résultats mettent en évidence des acteurs qui jusqu’alors n’avaient jamais été impliqués

dans le contrble de la prolifération post-natale des cellules de Sertoli. L'action du récepteur
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TRal passe principalement par 'activation de Cdk4 @tr2a. L'activation de Cdk4 dépend

de deux facteurs de transcription codés par le génome nucléaire: JunD, qui est un puissant
inhibiteur et c-myc, qui est un activateur de la transcription du géne codant pour Cdk4 Ces
acteurs sont potentiellement régulés par la T3. En effet, en utilisant des outils de prédiction
bioinformatiques, I'’équipe de Flamant a analysé le génome murin et lister les génes possédant
des sites TREs putatifs dans leurs promoteurs (via la recherche de la présence de séquences
consensus DR4; Quignodenal., 2007) et, la présence de TREs a été mise en évidence pour

les génes Cdk4, JunD et c-myc dans le génome murin.

Cependant, nous ne pouvons pas exclure que dautres facteurs pourraient étre
impliqués dans la régulation du cycle cellulaire par la T3. Il serait donc important de réaliser
une étude pangénomique afin d’identifier les génes dont la transcription est induite par la T3.
Il serait également intéressant d’identifier les promoteurs de genes capables de fixer le

récepteur TRR1, par des expériences de ChIPSeq, sur des caleil8srtoli isolées.
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Il. Existe-t-il d’autres récepteurs, autres quexT Rt
p43, impliqués dans le contrdle de la prolifération des

cellules de Sertoli chez la souris?

Nous confirmons l'implication du récepteur @Rdans le contrdle de la prolifération
des cellules de Sertoli. Pour la premiere fois, nous montrons l'implication du récepteur
mitochondrial p43 dans cette régulation de la prolifération des cellules de Sertoli chez la
souris par la T3. En effet, nous démontrons que le phénotype testiculaire des souris p43KO est
similaire & celui des souris TR et TR""'-SC (augmentations des poids testiculaire, réserve
spermatique, prolifération des cellules de Seitoliivo a 3jpp; altération de l'ultrastructure
des crétes mitochondriales ; modifications de I'expression des genes mitochondriaux). De
facon surprenante, si non traitons les sourisi"RSC & la T3, nous observons une
diminution significative du poids testiculaire. Ceci pourrait étre di a la présence de l'alléle
sauvage mais, nous ne pouvons exclure l'implication d’'un autre récepteur qui compenserait
'absence du récepteur TR dans le contréle de la prolifération des celldesSertoli en
réponse a la T3. Toutefois, l'invalidation du récepteupTRermet d’écarter un réle de ce
récepteur dans le contrdle de la prolifération des cellules de Sertoli T3-dépendant (Holsberger
et al., 2005).

Nous avons observé dans de la lignée de sourié™fRro, une augmentation significative

de la sécrétion de testostérone, induite par stimulation hCG. Or, chez les soubis TR
TRo™M'-SC et p43KO, le niveau de testostérone sous stimulation hCG n'est pas
significativement augmenté. Cette augmentation de la sécrétion de testostérone induite par
stimulation & la hCG chez les sourisd®'-Aro souléve I'hypothése d’une compensation par
d’autres récepteurs pour le controle de la stéroidogenese chez l'adulte. Ces récepteurs
pourraient étre les récepteurs flIR La présence des ARNm de fRdans les cellules de
Sertoli est contreversée (Palmestcal., 1995; Buzzardt al., 2000 Racet al., 2003; Janninét

al., 1994 et 2000; Canakt al., 2001). Dans nos modeles de souris, I'expression des ARNm

de TR3 dans le testicule entier a 3 jpp n'est pas déte@érm expression pourrait étre plus

tardive.
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On peut également imaginer I'implication de diR L'isoforme TRi2 est également exprimé

dans les cellules de Sertoli (rat: Janmnal., 1994; Arampebolat al., 1998; homme: Jannini

et al., 2000). Nous avons détecté son expression dans le testicule de souris a 3 jpp. Cet
isoforme ne lie pas la T3 mais, il peut se lier aux TREs malgré I'absence de fixation du ligand
(O’'Sheaset al., 2002), ce qui fait de lui un antagoniste constitutif dans la signalisation de la
T3. Il est ainsi capable d’inhiber I'expression des genes cibles de la T3.

Il nous semble donc maintenant important de tester cette hypothése et d’analyser le
réle de ce récepteur BR aux moments clés du développement des cellul&edsli et chez
'adulte, pour le contrdle de la stéroidogenese.
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lll. Comment les voies de signalisation induites par la
T3 et celles induites par la FSH contrblent de la

prolifération des cellules de Sertoli?

Le développement testiculaire et ses fonctions sont sous contrdle hormonal. La
prolifération des cellules de Sertoli est sous contréle de la T3 mais aussi, de la FSH, qui est
considérée comme le facteur endocrine majeur de régulation des fonctions sertoliennes. La
FSH et la T3 ont des effets opposés sur la prolifération des cellules de Sertoli. En effet, la
FSH augmente alors que la T3 diminue la prolifération des cellules de Sertoli. La FSH
augmente la prolifération des cellules de Sertoli durant la période pré-pubérteive,(Orth
et al., 1984) etin vitro (Crépieuxet al., 2001).In vitro, cette augmentation est corrélée a une
augmentation de I'expression de la cycline D1, impliqguant la voie des MAP kinases ERKs
(Crépieuxet al., 2001). D’apres notre étude, le contrdle de la prolifération des cellules de
Sertoli par la T3 implique la voie Cdk4/JunD/Cdkn2a/c-myc. Nos travaux concluent a
I’hypothese que les acteurs moléculaires, induits par la T3 et par la FSH, pour contrdler le
cycle cellulaire semblent différents, bien que des travaux complémentaires soient nécessaires.
Il est important de vérifier cette hypothése afin de déterminer si ces deux hormones ont des
effets opposés sur la prolifération des cellules de Sertoli, en impliquant des acteurs
moléculaires différents, qui agissent par deux voies paralleles pour réguler la prolifération des

cellules de Sertoli.

De plus, il est indispensable de vérifier si I'expression de la FSH n’est pas altérée chez
les TRIO et TR"M'-SC. En effet, I'expression de I'inhibine pourrait étre modifiée chez ces
animaux, altérant le rétrocontrdle de la FSH. Il est connu que I'inhibine est impliquée dans la
régulation de la prolifération des cellules de Sertoli via son action de feedback négatif sur la
FSH (de Kretseet al., 2000).
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V. Pourquoi la T3 induit la différenciation des cellules

de Sertoli uniguement apres la naissance?

Pourquoi la T3 n’affecte pas la premiére phase de prolifération des cellules de Sertoli,
qui a lieu pendant le développement embryonnaire, alors qu’elle affecte la phase de

prolifération post-natale ?

Chez la souris, la différenciation des cordons séminiferes a lieu a 12,5 jpc. A 18 jpc, la gonade
est bien différenciée. Chez la souris, la glande thyroide est fonctionnelle dés 15,5 jpc. La T3
est détectée dés 15,5 jpc (Formsdl., 1991; Morreale de Escobetral., 1985) et le récepteur

TRal dés 14,5 jpc, dans le cerveau (Morreale de Escatalr, 1985). Les déiodases, qui
assurent la conversion de la T4 en sa forme active T3 n’'ont pas été étudiées au cours du
développement chez la souris. Chez le rat, les profils d’expression des différents types de
déiodases ont été étudiés dés la vie faetale, une expression de la déiodase de type | dans le foie
et I'intestin et de la déiodase de type Il dans le tissu adipeux brun a été observég éBates
1999). La T3 est présente dans le testicule foetal par contre, aucune information sur
'expression des récepteurs TRs et des déiodases n’est disponible actuellement. Ce point
parait essentiel a élucider au regard de la présence de la T3, et d'une éventuelle expression

des TRs et des déiodases dans le testicule pendant la vie fcetale.

Il serait donc important de mieux comprendre la cinétique d’action de la T3 dans le
développement testiculaire en évaluant les niveaux de T3 et de T4 dans le testicule et,
I'expression des récepteurs TRs et des déiodases au cours du développement embryonnaire du
testicule. Cette étude devrait nous permettre de comprendre pourquoi le T3 n’inhibe pas la
prolifération des cellules de Sertoli durant la vie fcetale.
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V. Quels sont les acteurs qui établissent le dialogue
entre génome nucléaire et génome mitochondrial suite

a I'activation par la T3 des récepteursallRet p43?

Nous avons montré que le récepteur mitochondrial p43 est fonctionnel dans le
testicule. Ce résultat est en accord avec les résultats montrant que la T3 a une action directe
sur cet isoforme, qui est importé dans la mitochondrie pour stimuler la transcription du
génome mitochondrial (Wrutnialet al., 1995; Casaset al., 1999). Wrutniak et ses
collaborateurs (1995) ont en effet montré que la partie N-terminale de p43 sert de facteur de
transcription T3-dépendant initiant la transcription des genes mitochondriaux. La régulation
directe de la synthese d’ARNs mitochondriaux par la T3 a été démontrée en 1999 par
Enriquez et ses collaborateurs; ils ont montré que la T3 influence de maniéere directe la
transcription des génes mitochondriaux en permettant I'accés des facteurs protéiques requis

pour la transcription.

Nous avons mis en évidence dans nos trois lignées une modification de la morphologie
des mitochondries et une augmentation de la transcription de nombreux génes
mitochondriaux, impliqués dans les activités mitochondriales, notamment dans le transport et
la translocation de molécules au travers des membranes mitochondriales. L'implication de la
T3 dans le contrdle de la mitochondriogenese et des activités mitochondriales est démontrée
(Harper and Seifert, 2008; Kim, 2008) mais, les mécanismes responsables sont inconnus
(Chenget al., 2010). En général, de haut niveau de T3 stimule l'activité respiratoire des
mitochondries alors que I'activité est basse dans le cas d’hypothyroidie (Gaass2001).

Les niveaux d’ARNm de plusieurs génes mitochondriaux codés a la fois par le génome
nucléaire et le génome mitochondrial ont été démontrés comme modifiés drastiguement en
réponse au niveau de T3 dans plusieurs tissus dont le foie et le cerveau (AlvarezeDolado
al., 1999; Izquierdo and Cuezva, 1993; Jestd., 1989; Luciakova and Nelson, 1992; Vega-
Nunez et al, 1995; Wiesner et al 1992).

Les interactions entre les deux génomes semblent impliquer deux voies @afikh

1987 ; Poyton and McEwen, 1996). La premiére voie implique le fait que le génome nucléaire
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code pour les sous-unités de protéines mitochondriales et cela est important pour la régulation
de la production d’énergie oxydative. Ces sous-unités sont régulées differemment (par les
signaux induits lors du développement) et permettent aux tissus d’ajuster leur production
d’énergie en fonction des demandes. La deuxieme voie implique la collaboration des deux
génomes pour la synthése et I'assemblage des protéines mitochondriales. Cette régulation
requiert des échanges entre noyau et mitochondrie. Les communications noyau vers
mitochondrie se font via les protéines traduites dans le cytosol et importées dans la
mitochondrie. Les communications mitochondrie vers noyau impliquent des signaux
métaboliqgues et des voies de transduction au travers de la membrane interne de la
mitochondrie (Liu and Butow, 1999; Epstein e, &001).

L’équipe de Cabello a comparé les influences respectives des voies d'action nucléaire et
mitochondriale de la T3 (Cabellet al., 2008). lls ont fait apparaitre, selon les effets
considérés, une complémentarité (différenciation des myoblastes, mitochondriogenese), une
additivité (différenciation des myoblastes) ou des actions opposées (expression des myosines),
induisant ainsi une finesse particuliere de la régulation des effets physiologiques de
I'hnormone. Nos résultats mettent en évidence une grande finesse de la régulation des effets
physiologiques de la T3 sur le développement post-natal testiculaire, via la complémentarité

des deux voies d’action, nucléaire et mitochondriale.

Nous avons montré que les lignéeso™®-SC, TRIO et p43KO présentent un
phénotype similaire. Or, dans la lignée p43KO, c’est la forme mitochondriale qui est affectée
alors que dans la lignée Tf"-SC elle n'est pas affectée. Le fait qu'on aboutisse au méme
phénotype en n’altérant pas les mémes récepteurs est troublant et, met en évidence un
dialogue entre génome nucléaire et génome mitochondrial pour le contrdle de la prolifération
des cellules de Sertoli. Les études menées initialement sur les mécanismes régulateurs
gouvernant les interactions entre les deux génomes se sont focalisées sur I'expression et
limport des génes nucléaires impliqués dans les fonctions mitochondriales (Forsburg and
Guarente 1989). L'expression de ces genes a été montrée comme répondant au changement de
niveau d’oxygene (Poyton and McEwen, 1996), qui régule les genes impliqués dans le
transport des électrons mais aussi les enzymes impliquées dans les différentes voies de
biosynthese. Nous avons montré I'implication de Cdk4 et de ses régulateurs, JunD et c-myc
chez les TRO et To*™'-SC. Chez les p43KO, le fait que I'expression de JunD ne soit pas
modifiee et que celle de c-myc soit augmentée significativement montre l'existence de

plusieurs voies de signalisation. Il a été démontré que I'expression du proto-oncogene c-myc
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est respectivement stimulée ou diminuée par une inhibition ou une stimulation de I'activité
mitochondriale. Cette régulation s’effectue en grande partie au niveau de la stabilité du
messager, et au niveau de la localisation cellulaire de la protéine dans les myoblastes. De plus,
la surexpression de c-myc reproduit trées exactement les effets d’'une inhibition de l'activité
mitochondriale dans le muscle (Seyer al., 2006). Dans notre étude, l'augmentation
d’expression de c-myc semble étre la conséquence de l'augmentation de I'expression des
genes mitochondriaux. c-myc est connu pour réguler Cdk4 et les fonctions mitochondriales, il

pourrait donc faire le lien entre les deux génomes.

Il nous reste a étudier I'expression de Cdk4, qui régulée a la fois par JunD et c-myc,
pourrait étre le pivot de ce dialogue entre les deux génomes ainsi qu'a mettre en évidence les

facteurs mitochondriaux qui activent I'expression de c-myc.

L’implication des ROS nous semble une piste intéressante. En effet, il est connu que les ROS
peuvent agir comme second messagers et, spécifiguement activer certaines voies de
signalisation (Storz, 2005), notamment celles impliquées dans la prolifération (Btir@gn

1990; 1995 et 1996). Une étude récente montre qu’il y aurait un lien entre c-myc et la
production des ROS (Dargg al., 2005). Il nous semble donc maintenant important d’évaluer

le niveau des ROS afin de de déterminer s’ils sont impliqués dans la régulation de

I'expression du facteur nucléaire c-myc.
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VI. Quelles applications a nos travaux?

L’analyse de nos modeles de souris montre I'importance d’une régulation fine du

développement testiculaire par I’'hormone thyroidienne.

Les problemes d’infertilité masculine ne cessent de croitre en Europe (chez 'homme
et chez les espéces sauvages). L'origine des mécanismes impliqués dans le
dysfonctionnement du testicule et conduisant & une réduction de la production de

spermatozoides est encore méconnue.

Parmi les facteurs induisant ces dysfonctionnements, on trouve les perturbateurs endocriniens
qui impactent gravement les fonctions gonadiques. De nombreuses études montrent que
I'exposition maternelle durant la grossesse a ces molécules présentes dans les médicaments,
cosmétiques ou autres, affecte le développement testiculaire foetal (Howedeahgl2008;

Rider et al., 2008 ; Sharpe, 2008, Scotét al., 2008; Sharpe, 2010). Les principaux
perturbateurs endocriniens sont des molécules a effets oestrogéeniques, anti-oestrogéniques ou
anti-androgéniques. lIs altérent notamment la production de testostérone et conduisent a une
diminution de la prolifération des cellules de Sertoli et la production spermatique a I'age
adulte (Skakkebaedt al., 2001; Scotét al., 2009). Il a été montré que I'exposition a des anti-
androgéniques chimiques durant une période critique de la vie faetale chez le rat conduit chez
I'adulte a une réduction de la taille testiculaire et une diminution de la production spermatique
(Scottet al., 2008). En effet, I'action anti-androgénique provoque un blocage de la méiose des
cellules germinales au stade diploténe (De Genalt, 2004). La période fcetale et la période
néonatale sont les périodes sensibles ou les cellules de Sertoli proliferenet(8icp008;

Sharpe, 2010) et, on connait I'importante de la mise en place des cellules de Sertoli puisque
ce sont elles qui conditionnent le rendement de la spermatogenése (Qrth3Ba).

Dans notre étude, nous avons montré I'importance de la régulation par les hormones
thyroidiennes pour le bon développement du testicule et notamment leur importance pour le
contrble de la prolifération des cellules de Sertoli lors de la période post-natale. On peut donc
considérer l'intérét d’étudier les perturbateurs. Ces molécules sont a I'origine de l'altération

de la fonction thyroidienne; elles interféerent avec les enzymes régulatrices associées a
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’homéostasie thyroidienne ou bien, modifient la concentration circulante ou tissulaire des
hormones thyroidiennes. Ces perturbateurs peuvent donc agir a différents niveaux (Crofton,
2008).

Beaucoup de molécules semblent impliquer dans I'induction d’hypothyroidisme, qui
d'un point de vue fertilité n’est normalement pas dommageable puisqu’a l'origine d’'une
augmentation de la taille des testicules. Les perturbateurs qui, a l'inverse peuvent provoquer
une hyperthyroidie, présentent un grand intérét a étre étudié puisqu’ils pourraient expliquer
les baisses de rendements de la spermatogenese observées chez 'homme et les especes
sauvages. Parmi eux, les PCBs sont connus pour augmenter le niveau de déiodases de type Il
dans le cerveau, chez les rongeurs. Le Bisphénol A est un antagoniste des récepteurs aux
hormones thyroidiennes chez I'animal (Moriyaehal., 2002 chez le rat; Zoellet al., 2005
chez le rat; lIwamuret al., 2006 chez le xénope). Le Bisphénol A, tout comme les hydroxy-
PCBs peuvent altérer l'activation de la transcription des geénes cibles des hormones
thyroidiennes (Crofton, 2008). Il est donc important de prendre en compte I'impact de ces

molécules sur le développement testiculaire.

Au vue de toutes ces données bibliographiques et de nos résultats, il semble nécessaire
de prendre en compte I'impact des perturbateurs thyroidiens, via exposition précoce, sur le
fonctionnement et le rendement de la spermatogenese. En effet, il est probable que ces
produits chimiques aient une part de responsabilité dans la baisse de fertilité observée chez
’lhomme ces dernieres années. Les modéles murins que nous avons étudiés sont des modéles
de choix pour comprendre par quels mécanismes ces perturbateurs agissent et alterent la

fonction testiculaire.
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