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1.INTRODUCTION

Le recepteur aux androgénes (RA) est essentiel pour le développement du phénotype masculin
et pour le maintien de la spermatogenese. Si les androgénes sont produits a partir de 7 semaines
de la vie feetale, en méme temps que la prolifération des cellules de Sertoli de la fin du premier
trimestre jusqu’au début du deuxiéme trimestre de grossesse, les cellules de Sertoli (SC)
n’expriment pas le récepteur aux androgenes pendant la vie foetale ni chez la souris ni chez
I’homme. Particuliérement, 1’expression du RA dans les SC est différentielle pendant le
développement post natal. Chez le feetus et le nouveau-né, pendant la période de « mini-
puberté », I’expression a des fortes concentrations des androgénes et de I’hormone
antimdllérienne (AMH) produite par les SC, est en accord avec une résistance physiologique
aux androgénes et une absence de spermatogenese, expliquée par I’absence de I’expression du
RA dans les Sertoli. A la puberté, la stimulation androgénique d’un RA fonctionnel dans les
cellules de Sertoli est associ¢e avec 1’entrée en méiose et la spermatogenese. A 1’age adulte, il
existe un effondrement de I’AMH, en parall¢le et potentielle association avec la stimulation
androgénique dans les SC, et I’entrée en méiose des spermatocytes.

L’objectif principal de la these a été la meilleure compréhension des mécanismes moléculaires

de la régulation du RA dans les cellules de Sertoli pendant I’ontogenése testiculaire humaine.

La partie introductive inclue des notions concernant la structure et les mécanismes d’action des
partenaires moléculaires du RA en physiologie, particulierement chez les modeles animaux,
ainsi que leurs implications pour les pathologies humaines liés a la régulation androgénique.
Les résultats sont organisés en trois parties, présentant les publications que je signe comme
premier auteur. Premiérement, j’ai participé a la description d’une lignée de SC murine
immortalisée, générée par une technique d’oncogenése ciblée au laboratoire INSERM U693. 11
s’agit d’une lignée mature caractérisée par une expression importante de RA endogéne, une
activation transcriptionnelle androgéne-induite du RA et une stabilisation posttraductionnelle
de la protéine RA. Les résultats ont été publiés en Molecular and Cellular Endocrinology,
janvier 2014.

Le deuxiéme papier, publié dans le méme journal, Molecular and Cellular Endocrinology, mai
2013 contient la caractérisation de I’expression de deux corégulateurs du RA

(steroid receptor coactivator-2, SRC-2 and histone acetyltransferase binding to origin



recognition complex, HBO1) pendant les étapes de développement testiculaire postnatal et
chez des patients avec des syndromes d’insensibilité aux androgénes.

La troisieme partie est fondée sur deux autres publications que je signe en premier ou en
troisieme position, dans lesquels différents aspects de la régulation androgénique des SC,
en particulier liés a la contribution différente de la testostérone versus la
dihydrotestostérone pour la régulation de la spermatogenese (chez un sujet avec déficit en
Sa-réductase de type 2, soit la contribution des deux androgenes pour la spermatogenése et
la supression de I’AMH (chez un sujet avec insensibilit¢é minime aux androgénes) sont

discutés.

Les partenaires moléculaires du récepteur aux androgenes (corégulateurs)

Corégulateurs classification, mécanismes d’action et roles biologiques

Les corégulateurs du RA font partie d’une famille complexe de molécules impliqués dans la
régulation du RA, en modulant ’activation (coactivateurs) ou la répression (corépresseurs) de
la transciption [1-3]. Les interactions du RA avec le complexe de I’ARN polymérase de type 11
dépend des corégulateurs, qui influencent la séléctivité du ligand, la capacité de liaison a

I’ADN, et I’activation transcriptionnelle du RA[5] (Fig.1.)

Condensed chromatin Remodeled chromatin
(closed) inactive (open) active

Coactivators

][ Co repressors

Fig.1. Les corégulateurs sont impliqués dans la modulation de la chromatine. Les
corepresseurs augmentent la condensation de la chromatine, déterminant « gene silencing »,
alors que les coactivateurs vont acétyler les histones, créant une décompaction de la
structure des nucléosomes, pour que les éléments de réponse de I’ADN soient révélés et la

transcription initiée.



Pour I’activation de la transcription, une décompaction de la chromatine est nécessaire. Pour
ceci, RA recrute des protéines facilitant 1’activation de la transcription, appelées coactivateurs,
ainsi que d’autres complexes moléculaires, comme le chromatin remodeling complex

(SWI/SNF), Mediator complex et le preinitiation complex (PIC) (Fig. 3).

Apreés liaison au ligand, RA forme des homodiméres qui se lient des éléments de réponse aux

andogenes (ARE), des promoteurs des genes cibles.

Le ligand induit des modifications conformationnelles dans le domaine de liaison au ligand
(LBD) permettant au RA d’interagir avec des coactivateurs et d’activer la transcription.
L’insertion des agonistes du RA (téstosterone/dihydrotestostérone) dans le LBD entraine un
changement de conformation et une stabilisation du hélix alpha 12 du domainé d’activation
AF2[6], qui, avec les residues hydrophobes 3,4 et 5 vont servir comme surface

d’interaction avec les motifs LXXLL des coactivateurs (Fig.2).

Les corepresseurs du RA inhibent la liaison du ligand ou des coactivateur, étant impliqués dans

la répression de la transcription, comme les histone-déacetylases qui compactent la chromatine
(Fig.2).

corepressors

coregulator

coactivators

Fig.2. Recrutement de corégulateurs par les récepteurs stéroidiens. Les corepresseurs
recrutés par le récepteur stéroidien en absence du ligand maintiennent la compaction de la
chromatine, empéchant la transcription des génes ; en présence du ligand (I’agoniste), un
changement conformationnel du récepteur assure un environnement stérique permettant le
recrutement des coactivateurs, déterminant la dé compaction chromatinienne et l’activation de

la transcription

Les coactivateurs de type histone acetyl- transférases sont des enzymes acétylant les résidus
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des domaines N-terminaux des histones avec la décompaction des structures nucléosomales,
étalant le nucléosome aux facteurs de transcription. Les histones deacetylases recrutés par les
corépresseurs, reverse la réaction, empéchant la transcription des genes cible.

Les premiers corégulateurs étudiés font partie de la famille SRC/p160. lls sont caractérises par

une structure et des motifs communs, comme :

e motifs N-terminal de type PAS et beta helix-loop-helix (bHLH) impliques dans la
reconnaissance de corégulateurs et pour I’homodimérisation ;

e Un domaine central, quilieles coactivateurs CBP et p300;

e Multiples copies des motifs amphipatiques de type hélix alpha LXXLL (une séquence
contigue de 5 acides aminés, ou L=leucine, X= tout autre acide amine), responsables pour
le recrutement ligand dépendant des récepteurs nucléaires au niveau de I’AF-2 appelées
“nuclear receptor boxes” (NR boxes);

e Deux domaines intrinséques d’activation (AD1 et AD2), localisé au niveau de la partie C-
terminale du domaine d’interaction avec les récepteurs [8].

e Une région C-terminale avec activité d hystone acetyl transferase.

Les premiers deux corépresseurs (NCoR- nuclear receptor corepressor) et SMRT (silencing
mediator of retinoid and thyroid receptors) ont été identifiées simultanément par les équipes de
Ron Evans [9] et par celle de Geoff Rosenfeld [10], comme des molécules étant capables

d’interagir avec des récepteurs nucléaires non lies au ligand.

NH2 ) )-+—COOH
-Beta HLH . CBP interaction domain
B Pas Bl Acetyitransferase activity
| LXXLL motif/NR box | |CARM1 interaction domain

Fig.3. Représentation schématique de la structure des coactivateurs.

NCoOR est requis pour le développement du systéme nerveux central, des érythrocytes et des
thymocytes, alors que SMRT est nécessaire pour le développement et la maintenance du

systeme cardiaque [11-14].



Actuellement son décrites plus de 165 molécules corégulatrices du RA, dont une partie sont
impliquées dans certaines pathologies humaines comme de cancer, les maladies métaboliques
(obésité, diabete) et des syndromes familiaux, comme le syndrome Rubinstein-Taybi
(CBP/p300) et la maladie von Gierke (SRC-2) [17, 18].

2. Corégulateurs du récepteur aux androgénes: modulation de I'activation
transcriptionnelle

En aolt 2010 dans la Androgen Receptor Gene Mutations Database (androgendb.mcgill.ca), 168
coactivateurs du RA et 89 corépresseurs du RA étaient répertoriés. Apres la liaison au ligand, RA
forme des homodimeres qui lient des éléments de réponse aux androgénes localisés au niveau des
régions promotrices des geénes cible. Le ligand détermine des modifications conformationnelles dans
le LBD, permettant au moment de la liaison avec 1’agoniste (testostérone/dihydrotestostérone) une
stabilisation de I’ a-helix 12 du domaine AF-2, qui avec les résidus hydrophobes 3,4 et 5 forment
une surface d’interaction avec les motifs LXXLL des coactivateurs [19, 20].

En effet, particuliérement pour RA, I’affinité¢ du domaine AF-2 pour la liaison avec les coactivateurs
est 10 fois plus basse par rapport aux autres récepteurs nucléaires.

AR est le seul récepteur nucléaire présentant dans son domaine N-terminal des motifs spécifiques,
comme FXXLF (FQNLF) [21], de telle fagon que le box hydrophobe du AR LBD AF-2 interagit
avec des motifs du domaine N-terminal, résultant des interactions N/C, entrainant des modifications
conformationnelles, rendant RA capable de lier les coactivateurs. Quand 1’homodimére est li¢ des

ARE la liaison N/C est interrompue.

3. Animaux transgéniques de type knockout et réles biologiques

Le développement des modeéles de souris de type knock-out pour les corégulateurs a permis
I’obtention d’informations importantes concernant I’impact des corégulateurs chez les
organismes vivants ; les modeles knock-out de certains corégulateurs du RA présentent des
phénotypes variés avec des conséquences pour la physiologie de la reproduction des deux
sexes. Il s’agit des phénotypes de résistance aux hormones stéroidiens, comme des modéles
avec hypofertilité, hypospadias, et altération morphologiques des tissus androgéene-dépendants
(prostate, vesicules séminales, testis) sans alteration de la fertilite (SRC1-KO) [20,22].

Par contre, I’invalidation compléte de SRC-2 chez la souris était compatible avec la survie,
mais il existait une hypofertilité des deux sexes. Gehin et les collaborateurs [23], ont montré

que P’expression de SRC-2 est exclusive aux cellules de Sertoli, étant essentielle pour la



spermatogenese, car les souris males adultes SRC-2 KO, présentaient des altérations de
I’adhésion cellulaire SC-cellules germinales et des anomalies morphologiques des SC,
similaires a la teratozoospermie de 1’adulte humain agé[23].

Le coactivateur des récepteurs stéroidiens de type 3(SRC-3) est nécessaire pour le
développement, la puberté, la reproduction féminine et le développement des glandes

mammaires [24].

CYTOPLASM

NUCLEUS

Transcriptional activation

[

Fig.4. Représentation schématique de la modulation transcriptionnelle du RA par les
coactivateurs. Aprés liaison au ligand, ['interaction N/C est rapidement initiée; quand le
complexe homodimere-ligand est lié aux ARE, l’interaction N/C est interrompue, permettant
I’interaction du RA avec autres molécules. A ce moment, les corégulateurs forment des
complexes et interagissent avec le RA, modelant la chromatine et initiant la régulation
transcriptionnelle. AR, récepteur aux androgénes ; ARE, androgen response elements; HME,
histone modifying enzymes;T/DHT, testostérone/dihydrotestostérone; GTF, general

transcription factors; RNA pol Il, RNA polymerase II.



4. Corégulateurs du récepteur aux androgenes en physiologie et pathologie humaine

Les corégulateurs du RA ont une expression spécifique dans les tissus et les organes humains ;
en effet, FHL2, un coactivateur spécifique du RA est surexprimé sélectivement dans
I’épithélium prostatique, alors que ARAS5 est exprimé de facon préférentielle dans le stroma
[25, 26].

Les altérations de la fonction des corégulateurs est responsable de la progression des
pathologies RA-dépendantes, comme les syndromes d’insensibilité aux androgénes, le cancer
prostatique et I’infertilité masculine.

Le syndrome de résistance aux androgenes (androgen insensitivity syndrome (AIS)) est la plus
fréquente forme a caryotype 46, XY, d’anomalie du développement sexuel, soit de dysgénésie
gonadique (disorder of sex development (DSD)), avec une incidence qui varie de 1/20,000
a1/99,000 naissances de sexe masculin [27]. Les AlS sont groupés en trois catégories distinctes
en fonction de la masculinisation des organes génitaux : les formes completes (compléte AlS,
CAIS), caractérisées par la présence des organes génitaux féminins, antécédents d’hernie
inguinale et aménorrheée ; les formes minimes (mild androgen insensitivity syndrome (MAIS)),
chez les sujets de sexe masculin présentant a 1’dge adulte une gynécomastie/infertilité ; les
formes partielles (PAIS), caractérisées par une ambiguité sexuelle (clitoromégalie,
hypospadias) [28].

Les syndromes de résistance aux androgenes sont une pathologie liée a 1’X, déterminée par des
mutations du géne RA, des altérations des interactions RA-corégulateurs pouvant étre aussi
impliquée [29-34]. Certaines mutations de I’AF-2 du RA, responsables pour un AIS (E897K,
V889M, 1898T, Q733H, G743V, 1737T), sont associés a une baisse de la liaison des motifs
LXXLL des corégulateurs aux motifs FXXLF de ’AR LBD AF-2 [35, 36]. Par exemples
Ghadessy a identifié dans une étude portée sur 173 hommes infertiles, 3 sujets non-apparentés
avec altérations de la spermatogenese, la mutation germinale M886V du RA, interférant avec
I’interaction N/C ainsi que I’interaction du SRC-2 avec le LBD du RA [32].

La surexpression des corégulateurs du RA est corrélée avec la dédifférenciation tumorale et

les formes plus agressives de cancer de la prostate [37,38].
2. OBJECTIFES

Le testicule humain adulte accomplit deux fonctions essentielles: la stéroidogenese et la
spermatogenese. Les cellules de Sertoli jouent des réles cruciaux dans le developpement
gonadique feetal et la spermatogenése postnatale. Les SC ont une expression différentielle du
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RA au cours du développement testiculaire pré et postnatal, alors que le RA est toujours
exprimé dans les cellules de Leydig et les cellules myoides péritubulaires.

L’étude de DI’expression du RA pendant 1’ontogenése testiculaire [39, 40], suggére que
I’acquisition de la sensibilité androgénique des SC apparait surtout apres la puberté, en accord
avec le développement de la spermatogencése. On a aussi €tudié 1’expression d’un autre
marqueur de la différenciation des SC, 1’hormone anti-mullerienne (AMH), négativement
corrélé avec la signalisation androgénique dans les cellules de Sertoli [39-42].

L’objectif principal de la thése a ¢été une meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires physiologiques de la régulation du RA dans les SC pendant 1’ontogenése
testiculaire humaine.

Mes contributions personnelles (les résultats obtenus) sont divisées en trois parties, comportant
les publications que je signe en premiere ou en troisieme position.

Comme pour 1’étude de la signalisation androgénique dans les SC il y besoin de reéaliser des
études in vitro utilisant une lignée de SC mature exprimant de facon stable et endogene le RA
et comme il n’existait pas de lignée sertolienne immortalisée avec ces caractéristiques, j’ai eu
I‘occasion extraordinaire de participer a la caractérisation et 1’é¢tude d’une nouvelle lignée de
SC.

La premiere partie des résultats est dédi¢e a la description d’une nouvelle lignée de cellules de
Sertoli mature, exprimant de fagon importante et endogéene un RA fonctionnel, avec régulation
transcriptionnelle androgéno-induite et stabilisation protéique post-traductionnelle, nommée
ST38c.

Aout 2013 le registre de récepteurs nucléaires, NURSA, comptait plus de 350 corégulateurs,

mais la grande majorité n’a pas encore été étudiée chez I’homme, faisant ainsi que leur

relevance en pathologie humaine reste a établir.

Dans ce contexte, le deuxieme chapitre des résultats est dedié a la caractérisation, 1’analyse de
I’activité de modulation transcriptionnelle et la description de 1’expression dans le testicule
humain au cours de 1’ontogenése et en physiologie humaine et dans des syndromes

d’insensibilité aux androgénes de deux corégulateurs du RA : SRC-2 et HBOL1.

Un autre aspect lie a la régulation des SC et les implications en reproduction humaine concerne
I’importance de la dihydrotestostérone (DHT) par rapport a la testostérone (T) pour la

suppression de I’AMH dans les cellules de Sertoli matures.

La troisieme partie de la these contient deux publications que je signe en premiére ou troisieme
8



position, dans lesquels des différents aspects de la régulation androgénique des cellules de
Sertoli sont décrites, comme la contribution de la testostérone ou de la dihydrotestostérone pour
la régulation de la spermatogenése, ainsi que la contribution des deux androgénes pour la
suppression de I’AMH dans les tubes séminiferes matures.

3. RESULTATS
Premiere partie.

Papierno 1
Androgen-dependent stabilization of Androgen Receptor in the novel murine Sertoli cell
line, ST38c
Lavinia Vija, Kahina Boukari, Hugues Loosfelt, Geri Meduri, Say Viengchareun, Nadine
Binart, Marc Lombeés and Jacques Young
Mol Cell Endocrinol. 2014 Mar 25; 384(1-2):32-42

Il est connu grace a des plusieurs modéles de souris transgéniques avec invalidation du RA
dans les SC, le role du RA dans les SC pour le maintient de la spermatogenése [44]. Pourtant,
les mécanismes précises par lesquels RA module les fonctions physiologiques des SC et
maintient la spermatogenése sont pas bien connus. Les connaissances ramenées par les
modéles de souris invalidés pour RA dans la SC permettent 1’étude de génes
androgénorégulés dans un environnement testiculaire, mais il reste néanmoins difficile
d’identifier des geénes cibles directes des SC, en raison de la complexité des voies
métaboliques et les liens paracrines entre les composantes cellulaires testiculaires.

Afin d’identifier des genes androgéno-régulés dans les cellules de Sertoli j’ai contribué au
développement et a la caractérisation d’un nouveau modele de cellules de Sertoli. Les

objectifs de cette premiére partie des résultats concernent:

1) L’étude et la caractérisation de la lignée sertolienne murine ST38c¢, présentant une expression

stable du RA et une réponse a la stimulation androgenique ;

2) L’étude des mécanismes androgéno-dépendantes de la régulation transcriptionnelle et post-

translationnelle du RA ;

3) L’identification de nouveaux genes androgénorégulés dans cette lignée, utilisant une approche
transcriptomique de 44 K genes du génome murin, suivie par une sélection de quelques génes
validés par qRT-PCR.



On a caractérisé une lignée mature, immortalisee de SC, nommée ST38c, exprimant des
transcrits de marqueurs speécifiques des SC, comme ABP, transferrine, SGP-2/CLU, ainsi que
MARN et protéine de marqueurs de maturité (ZO-1/TJP1) (Fig. 5). Cette lignée a été isolée d’un
testicule de souris adulte transgénique exprimant la SV40 antigéne sous le contrdle du
promoteur de la vimentine humaine (méthode utilisée pour 1’isolement des lignées

immortalisées).

Il s’agit de la premiére lignée mature immortalisée exprimant abondamment le RA endogene,
avec réponse transcriptionnelle androgéno-dépendante et stabilisation posttraductionnelle du RA
androgeno-médiée (Fig. 6).

L’analyse transcriptomique suivie par validation par qPCR a permis d’identifier une série de
génes androgéno-régulés, une partie connus comme androgeno-régulés, ou exprimes au niveau
testiculaire. Pourtant, les études de type microarray réalisés sur des extraits de testicule des
modéles spécifiques d’invalidation du RA des SC, comme SCARKO [45, 46] ou SC-AR ™
[47], ne permettent pas d’apprécier si les genes identifiés sont directement androgéno-

spécifiques ou SC spécifiques.

La stimulation par la DHT a déterminé une stimulation de 1’expression du Ar mARN avec une
stabilisation de la protéine de maniére temps et dose dépendante. On a aussi montré que
I’abondance du RA en présence du DHT n’était pas suppressée ni par 1’exposition a
I’actinomycine, ni par celle de cycloheximide (Fig.7), suggérant qu’aussi bien la stabilisation
posttranscriptionnelle comme celle posttraductionnelle contribuent de la méme facon a

I’expression du RA dans les ST38c.

On a aussi utilisé ce nouveau modeéle pour explorer la régulation AR/AMH pour expliquer la
relation inverse AR/AMH aprés la puberté ; malheureusement, malgré 1’utilisation des
approches comme I’ARN petit interférant (small interfering RNA (siRNA)), méme si aussi bien
la protéine comme les transcrits du AR ont été inhibées, le transcrit de ’AMH est resté non
modifiée. En effet, des publications récentes concernant les rapports AR/AMH au cours de
I’ontogenése testiculaire murine soulignent que les interactions AR/AMH peuvent étre plus

complexes [48].
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Fig. 5: Moprhologie et marqueurs Sertoliens des cellules ST38c évalués par

immunocytochimie.
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Fig. 6:Les cellules ST38c expriment le récepteur aux androgénes (RA) (A. transcrits-RT-
PCR ; B. Western blot ; C. immunomarquage nucléaire du RA par immunofluorescence).
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Deuxieme partie
L’expression testiculaire de SRC-2 et HBO1: deux corégulateurs du récepteur
aux androgenes

Papier no 2
Expression and characterization of androgen receptor coreglators, SRC-2 and HBO1,

during human testis ontogenesis and in androgen signaling deficient patients.

Lavinia Vija, Geri Meduri, Eva Comperat, Viorel Vasiliu, Vincent Izard,
Sophie Ferlicot, Kahina Boukari, Philippe Camparo, Say Viengchareun, Elisabeth
Constancis, Constantin Dumitrache, Marc Lombeés, Jacques Young.

- Mol Cell Endocrinol. 2013 Aug 15;375(1-2):140-8

L’objectif de cette partie de la thése a été d’évaluer I’expression de deux partenaires
moléculaires du RA, SRC-2 et HBO1 au cours du développement testiculaire humain et dans
des pathologies humaines associées a des mutations du RA responsables d’une infertilité par
altération de la spermatogenese.

On présente une cartographie de la localisation testiculaire précise de SRC-2 et HBO1 dans le
testicule humain surtout postnatal, demontrant par immunohistochimie et immunofluorescence
avec co-localisation qu’a 1’dge adulte, SRC-2 est présent exclusivement dans les tubes
séminiferes, au niveau des cellules de Sertoli, alors que HBO1 est aussi exprimé exclusivement
dans les tubes séminiferes, non seulement dans les noyaux des cellules de Sertoli mais aussi
bien dans les noyaux des cellules germinales, adjacentes a la membrane basale.

Par immunohistochimie et analyse des transcrits j’ai pu démontrer une expression stable de
SRC-2 au cours de I’ontogenése; ce corégulateur est exprimé pendant la vie feetale (méme a 14
semaines de gestation) et chez le nouveau-né, quand le RA n’est pas exprimé dans les Sertoli,
ainsi que dans les tubes séminiferes des sujets avec des syndromes d’insensibilité¢ aux
androgenes, suggérant que son expression est indépendante de la signalisation androgénique
dans les SC, étant aussi bien un coactivateur des autres récepteurs nucléaires, que le RA,
exprimés dans le testicule (récepteur aux glucocorticoides (GR), récepteur des cestrogenes (ER)
[49-53].

De maniére différente, HBO1 a présenté un profil d’expression paralléle a celui du RA dans les
SC au cours du développement, avec une absence d’expression pendant la vie feetale et une
augmentation de 1’expression avec un maximum a la puberté et a 1’4ge adulte, suggerant que
I’expression du HBOI1 est liée a une signalisation modulée par un RA fonctionnel. Cet aspect
est renforcé par I’absence complete d’expression du HBO1 dans une série de 7 CAIS analysés,

indépendamment de I’expression ou pas de la protéine AR chez ces patients présentant un AR
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non fonctionnel. De plus on a pu démontrer que I’expression au niveau des transcrit de HBO1
est dépendante et induite par les androgenes, en présence du RA, suggérant une régulation du
HBOL1 par RA. Par études de colocalisation j’ai pu démontrer que HBOI est exprimé non
seulement dans les Sertoli mais aussi dans les cellules germinales, ou il peut jouer un réle de
corégulateur d’autres récepteurs aux androgeénes, comme le PR, ER ; en méme temps il est
connu comme impliqué dans le contrdle de la prolifération cellulaire, pouvant représenter un
marqueur potentiel des cellules germinales.

Par des études de co-transfection, j’ai pu analyser le type de régulation transcriptionnelle
modulé par SRC-2 et HBO1 dans un modeéle de cellules de Sertoli transfectées de maniere
transitoire avec RA, et montrer qu’en présence des androgeénes et du RA, SRC-2 est un
coactivateur du RA, alors que HBOL1 est un corépresseur. Le role de corépresseur du RA dans
les SC pourrait étre expliqué par la nécessité d’une atténuation de 1’activation du RA, dans un
contexte de concentration intra testiculaires trés élevées.

En conclusion, SRC-2 et HBO1 sont deux corégulateurs avec une expression differentielle dans
le testicule humain, la modulation de I’expression de SRC-2 et HBO1 en regard a la présence
de la spermatogenése pouvant faire de ces deux molécules des marqueurs de spermatogenese. |l
serait intéressant d’évaluer en clinique s’ils existent des mutations de ces deux corégulateurs

chez les patients présentant une infertilité.

Troisiéme partie.
Signalisation androgénique dans les cellules de Sertoli

Papier no 3
Testicular histological aspect in a patient with 5a-Reductase type 2 Deficiency:

immunohistochemical characterization and review of the literature.

Lavinia Vija, Sophie Ferlicot, Diana Paun, Hélene Bry-Gauillard, Gabriela
Berdan,Issam Abd-Alsamad, Marc Lombes and Jacques Young
BMC Endocr Disord. 2014 May 23;14:43.

L’analyse histologique des biopsies testiculares des cas postpubéres de déficit en Sa-réductase
type 2 a eté rapportée de fagon exceptionnelle. On a souhaité présenter une analyse
histologique et immunohistochimique testiculaire détaillée chez un cas de 17 ans et on a
compare nos résultats a 15 cas d’analyse histologique testiculaire des patients postpubéres avec

la méme pathologie retrouveés dans la littérature [55-63]. Par rapport au 15 cas décrit dans la
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littérature, le cas de 17 ans que nous avons présente, avait un diagnostic de déficit de 5a-
réductase type 2 porté sur le tableau clinique et biologique, mais aussi confirmé par I’analyse
génétique révélant une mutation homozygote de type faux sens dans I’exon 2 du géne SRD5A2
(c.344G>A; Gly115Asp). Le caractére délétére de cette mutation a été étudie par Wigley et al.
[64], qui a montré que le transcrit muté avait perdu plus de 99% de I’activité enzymatique.
L’analyse histologique testiculaire de ce patient avait révélé un aspect hétérogeéne des tubules
séminiféres, avec une grande majorité des tubules séminiferes présentant un aspect mature avec
absence de spermatogenése, et présence exclusive des SC, alors que 8% des tubes séminiferes
présentaient un aspect pre-pubere avec distribution pseudo stratifiée des SC et rares
spermatogonies (Fig. 8, B, fleche noire, épaisse).

L’aspect histologique de ce patient était similaire au cas décrits par Steger, qui n’avaient pas de
confirmlation biologique (ratios T/DHT ou génétique [63], et était différent de cing autres cas
décrits par Johnson et al. [58] en 1986. D’autres auteurs, Imperato-McGinley, Okon [60],
Cantu [55, 65], Kuttenn [59] et Peterson [61], décrivent des patients adultes avec
spermatogenese normale, mais le diagnostic était toujours porté sur le tableau clinique et
biologique, sans analyse génétique.

L’analyse du compartiment interstitiel a révélé des zones d’hyperplasie Leydigienne,
précédemment décrites dans des testicules de déficit de 5a-réductase type 2[58, 60].

Afin d’évaluer la maturation des SC et des tubes séminiféres on est les premiers a réaliser dans
cette pathologie une analyse immunohistochimique du RA et de I’AMH. Comme
précédemment décrit, le RA est identifié au niveau nucléaire des cellules de Sertoli, Leydig et
des cellules myoides péritubulaires [39-42]. Chez notre patient, il y avait quelques tubules
séminiféres ou I’AMH était fortement exprimé, nottamment dans les tubues séminiféres
d’aspect immature, ou AR n’était pas détecté, alors que AR eétait present de maniére
uniforme dans tous les tubes d’aspect immature, indépendemment du statut de la
spermatogenése.

L’identification de plusieurs stades de spermatogenése chez les sujets atteints de déficit de
5a-réductase type 2 est important pour les perspectives de fertilisation, car a présent, grace aux
techniques de reproduction médicale assistée, il est possible d’obtenir des fertilisations par
extraction testiculaire spermatique (TESE) avec injection intracytoplasmique (ICSI), dont des
résultats prometteurs ont été décrits chez des sujets avec azoospermie, y inclut avec syndromes
de résistance aux androgenes et Klinefelter [66]. En effet, la fertilité spontanée est

exceptionnelle chez les sujets avec déficit de 5a-réductase type 2 [67], ainsi que la présence
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de spermatozoides dans le liquide séminal [68, 69]. Une perspective intéressante serait 1’étude

de I’association entre la sévérité de la spermatogencse et la sévérit¢ du défaut enzymatique

donné par la mutation du géne SRD5A2.

Normal

5a - Reductase Type2

Def iciency

Hematoxylin-Eosin AR AMH 3BHSD

Fig.8. L’expression histologique et immunohistochimique de RA, AMH et 3fHSD dans des
sections de paraffine obtenues d’'un homme de 29 ans avec histologie normale(A,D,G,J), un
cas de 17 ans de déficit en 5a-réductase type 2 (B,E,H,K) et un cas de CAIS de 18 ans(C,F,I,L)

Papier 4

Healthy birth after testicular extraction of sperm and ICSI from an azoospermic man
with mild androgen insensitivity syndrome caused by an androgen receptor partial loss-

of-function mutation.
Nathalie Massin, Helene Bry, Lavinia Vija, Luigi Maione, Elisabeth

Constancis, Bruno Haddad, Yves Morel, Frank Claessens, Jacques Young. Clin Endocrinol

(Oxf). 2012 Oct; 77(4):593-8.

Comme précisé auparavant, pendant la vie feetale et dans la période de “mini-puberté” (1 a 4

mois postnatales), la coexistence transitoire des fortes concentrations des androgenes et de

I’AMH,

I’absence d’un RA fonctionnel dans les SC est responsable d’une résistance

physiologique aux androgénes. L’expression de ’AMH diminue a 1’age adulte, en association

avec la stimulation androgénique d’un RA fonctionnel présent dans les SC, associé¢ a 1’entrée

en meéiose des spermatocytes.
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Afin de mieux appréhender les particularités de 1’expression de I’AMH dans des situations
pathologiues associées avec une altération de la signalisation androgénique et une infertilité,
j’ai réalisé une analyse par immunocytochimie de 1’expression de RA et AMH chez un sujet
adulte avec MAIS. Ce patient présentait un hypogonadisme avec de taux élevés de testostérone
et androgen sensitivity index (ASI), associés a une mutation d’une base (F755S) du LBD du
RA, responsable pour une transcription altérée, sans modification de la liaison au ligand.
L’analyse histologique et immunohistochimique de ce patient a révélé un contingent de <5% de
tubes séminiféres avec une spermatogenése compléte ; particulierement, dans ces tubes
séminiferes, I’AMH ¢était réprimé, alors que la mutation du RA affectait toutes les cellules
somatiques [70]. Cet aspect renforce I’importance et le role negative indirect du développement
méiotique des cellules germinales pour 1’expression de I’AMH [71].

Chez ce patient, la TESE suivie par ICSI et implantation de embryons a about it a I’obtention de
deux grossesses menées a terme a deux ans intervalle. Ce succes ramene des nouveaux espoirs

pour la fertilté des patients avec AIS, considérés jusqu’a présent stériles.

4. DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Les cellules de Sertoli (SC) sont des partenaires clefs dans la régulation androgénique de la
spermatogenése, via le RA. Chez I’adulte, les SC maintiennes un environnement spécifique,
favorable pour I’entrée en méiose des spermatocytes primaires, étant aussi impliqué dans la
regulation hormonale de la spermatogenése. Le récepteur aux androgénes est crucial pour la
virilisation et la régulation de la spermatogenése, présentant un pattern d’expression
spécifique dans les cellules de Sertoli au cours du développement post-natal [39, 40, 72].
Malgré les données rapportés via les modéles animaux avec invalidation cellule séléctive du
RA concernant les genes androgéno-régulés et les mécanismes de régulation androgénique dans
un environnement testiculaire, il reste difficile d’identifier des genes directement androgéno-
régulés dans les SC, vue les liens complexes avec les autres composantes testiculaires.

Afin d’identifier les mécanismes de régulation androgénique du RA dans les SC, on a
caractérise et etudié un nouveau modele de SC matures immortalisées, appelées ST38c. Cette
lignée exprime de fagcon endogéne et de maniére importante le RA et conserve une activation
transcriptionnelle androgéno-activée et une régulation post traductionnelle. Par des études des

puces @ mRNA (microarray), on a identifié 72 genes androgéno sur-régulés et 74 genes

17



androgéne sous-régulés, dont une partie ont été validés par gPCR (pour détails, voir
http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/, accession number E-MTAB-1732).

J’ai aussi étudié par immunohistochimie I’expression de deux corégulateurs du RA, SRC-2 et
HBOI, pendant I’ontogen¢se humaine et le développement post natal, ainsi que dans des
pathologies associés a une altération de la signalisation androgénique (CAIS, PAIS). HBO1 et
RA ont un pattern d’expressions paralléles dans la SC, alors que HBOL1 est un corépresseur du
RA dans des experiences de transfection transitoire dans un modeéles cellulaire sertolien. De
plus I’expression du HBO1 dépend de I’existence d’un RA fonctionnel, car I’analyse de 7 cas
de CAIS a montré une absence totale d’expression du HBO1 en absence d’un RA fonctionnel,
alors qu’on a pu démontrer in vitro que HBO1lau niveau des transcrits a ¢ét¢ induit en présence
des androgenes et du RA, suggérant une régulation du RA via les androgenes.

Il serait intéressant d’évaluer par des techniques de biologies moléculaire (CHIP) si les ST38c
ou les constructions de promoteurs de HBO1 expriment des ARE, ainsi que de continuer
I’étude de régulation androgénique du HBOI et ses rdles pour la spermatogenése.

Comme observé par immunofluorescence, HBO1 est non-seulement exprimé dans les cellules
de Sertoli, mais aussi dans les spermatogonies; on propose que HBOI1 régule d’autres
récepteurs stéroidiens, comme le PR ou le ER méme si leurs expression dans le testicule
humain reste controversée. Complémentaire a ceci, comme HBO1 contrdle la réplication du
DNA et la prolifération cellulaire, son expression dans les cellules germinales peut étre liée aux
divisions mitotiques et méiotiques du processus de spermatogenese.

Les propriétés coactivatrices du SRC-2 sur la fonction du RA dans les SC montrent qu’il
pourrait jouer un role dans le maintien de la spermatogenese chez les adultes, alors que les
propriétés de corépresseur du HBOL pourraient étre importantes pour ’atténuation de la
réponse du RA aux taux tres élevées de la testostérone intratesticulaire [54].

En raison des propriétés opposées des deux corégulateurs, SRC-2 et HBOL1 sur la
signalisation modulée par le RA, il serait une perspective tres intéressante d’évaluer si les
patients infertiles présentent des mutations délétéres de ces deux corégulateurs.

Le troisieme objectif, toujours porté dans la thématique de la signalisation androgénique dans
les cellules de Sertoli évalue la contre régulation androgénique de I’AMH, ainsi que les
conséquences du déficit en DHT sur la spermatogenése et la suppression de I’AMH.
L’ensemble de ce travail de these rapporte des résultats intéressants et originaux concernant la

physiologie et les pathologies liés a des perturbations de la signalisation androgénique/RA,
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pouvant ouvrir des nouvelles perspectives de recherches afin de trouver des nouvelles

mécanismes physiologiques ou bien des nouvelles stratégies diagnostique ou thérapeutiques

pour I’infertilité masculine.
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