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Résumé

L’hormone peptidique Insulin-like 3 (INSL3) est produite par les cellules de Leydig du
testicule. Elle est essentielle a la premiére phase de la descente testiculaire lors du
développement fecetal. Les divers modéles animaux invalidés en /ns/3 présentent une
descente testiculaire incompléte chez les males, la cryptorchidie. |l s’agit du trouble
développemental le plus courant chez les gar¢gons nouveau-nés des pays industrialisés et
son incidence s’est accrue au cours des derniéres décennies. Plusieurs études animales
indiquent que les estrogénes répriment I'expression d’'/ns/3. La répression de I'expression
d’Insi3 implique probablement le récepteur alpha des estrogénes (ERa) et/ou le récepteur
nucléaire NrOb2, tous deux présents dans les cellules de Leydig. En vue de vérifier la
répression d’/InslI3 par les estrogenes et d'impliquer ERa et/ou NrOb2, j’ai analysé I'activité
promotrice d’Insl3 murin par transfection et jai étudié les variations d’expression de son
ARNmM en PCR quantitatif. J'ai pu vérifier la répression d’'Ins/3 par I'estradiol et NrOb2 ne
parait pas étre impliqué. L'implication d’'ERa semble probable, mais les résultats de

techniques différentes sont contradictoires.
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1 — Introduction

1.1 Le testicule

Le testicule est un organe complexe dont les fonctions principales sont la stéroidogenése
et la gamétogenése. Ces fonctions sont assurées, respectivement, par les cellules de
Leydig et par les cellules germinales, qui sont elles-mémes soutenues par les cellules de
Sertoli du testicule. Chez les mammiféres, les testicules sont situés en dehors de la cavité
abdominale, dans le scrotum. Cette position est conférée par le processus de descente

testiculaire.

1.1.1 Les cellules de Leydig

Les cellules de Leydig (LC) sont des cellules localisées entre les tubules séminiferes
(interstitielles) et qui sécrétent des hormones. Elles sont surtout connues pour leur
production de testostérone, hormone androgénique essentielle a la masculinisation des
mammiféres males. Cependant, les cellules de Leydig produisent aussi une hormone
peptidique, INSL3 (/nsulin-like 3). Chez 'homme, il existe trois populations différentes de
cellules de Leydig, la feetale, l'infantile et 'adulte. Ces populations sont indépendantes,
dérivant de cellules souches différentes [1]. Ainsi, les cellules de Leydig adultes (ALC) ne
proviennent pas des cellules de Leydig infantiles (ILC) ou de la population fcetale (FLC)
[2]. Chaque population synthétise la testostérone et I'INSL3, mais elles différent
notamment en ce qui a trait a leur régulation. Chez les rongeurs, cependant, il n’y a pas de
population infantile [2].

Les étapes de la différenciation des FLC et des ALC chez le rat, ainsi que les
caractéristiques de ces populations sont résumées aux figures 1.1 et 1.2, respectivement.
La figure 1.3 présentée a la fin de cette section permet de comparer les différences entre
les hommes, les rats et les souris par rapport a la coordination des événements connexes
a la différenciation des LC, notamment la descente testiculaire (voir la section 1.3) ainsi

que les profils hormonaux.



1.1.1.1 Les cellules de Leydig foetales (FLC)

La population feetale des cellules de Leydig (FLC) se développe en trois stades — deux
stades de différenciation, puis la régression. Le contrdle hormonal de ce processus est
complexe et partiellement dirigé de fagon paracrine par les cellules de Sertoli. Chez le rat,
au 10° jour post-coitum’ (pc), les cellules souches mésenchymateuses non-
stéroidogéniques apparaissent, ayant migré d’un ou plusieurs tissus avoisinants le milieu
interstitiel [2]. C’est a partir de ces cellules que dérivent les cellules précurseures de FLC
au cours du premier stade de différenciation. Cette étape est achevée vers le 12° jour pc
et voit les cellules précurseures acquérir lI'expression de la 3B-hydroxystéroide
déshydrogénase (3p-HSD) [2]. Cette différenciation initiale est indépendante des

gonadotrophines, puisque la synthése de LH débute au jour 16.5 post-coitum [2].

Le deuxiéme stade de différenciation voit ces précurseures devenir des FLC pleinement
différenciées. Cette étape est caractérisée par la production de testostérone, de NR5A1
(voir la section 1.6.2.1), d'INSL3 (voir la section 1.2) ainsi que I'expression du récepteur a
la LH (LHCGR) a partir du jour 15.5 pc [1, 2]. Elle est considérée comme terminée au 16°
jour pc. Ayant atteint son stade final de différenciation, la population fcetale voit son
nombre de cellules croitre de fagon dramatique, passant de 25 000 cellules par testicule
au jour 16.5 a 1.2 millions de cellules par testicule au jour pc 21 [2]. Or, les FLC n’ont pas
d’'activité mitotique [1, 2], ainsi cette augmentation est principalement due a la
différenciation des cellules souches. L’activité stéroidogénique augmente significativement
de maniére simultanée a cet essor cellulaire. La production de testostérone atteint son
maximum au jour 18.5pc tandis que la LH devient détectable dans le plasma au jour 19.5
pc, pour ensuite atteindre son maximum au jour 21.5 pc [2]. Ce pic de LH débute donc
entre 24 et 48 heures avant la parturition [3]. Initialement indépendante de la LH, la
stéroidogenése devient dépendante de la LH a partir du jour 18.5 pc [1]. Ce processus de

différenciation est résumeé a la figure 1.1.

! Aussi appelé jour gestationnel, jour foetal ou jour embryonnaire.



Enfin, tard dans la vie foetale et continuant aprés la naissance, la population foetale
connait une régression [2]. Les FLC sont donc essentiellement absentes du testicule
adulte; celles qui persistent ne sont plus capables de synthétiser de stéroides et ne se

transformeront pas en cellules de Leydig de type adulte.
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Figure 1.1 Représentation schématique des étapes de la différenciation des cellules
de la population de Leydig foetale chez le rat. Le graphique détaille I'évolution
temporelle des caractéristiques des cellules de Leydig foetales (FLC) précédant la
parturition a 22 jours post-coitum (pc). Cette population de cellules devient dépendante de
la LH a partir du jour 19.5 pc, avant quoi les FLC expriment le récepteur a la LH (LH-R),
tandis que la glande pituitaire (hypophyse) produit de la LH, mais a un niveau indétectable
dans le plasma (quantité en dega des limites de détection). L’expression des diverses
protéines est signalée par les «+», sans unités associées. |l s’agit d’'une échelle relative
trés simple ou + < ++ < +++ < Max., et donc insuffisante pour comparer les niveaux
d’expression entre eux. L’abbréviation «nd» dénote les informations «non disponibles»
pour la réalisation de ce schéma. Ce schéma est inspiré de celui présenté par Haider [1]
(réutilisé et modifié avec permission), suppléé avec des informations tirées des articles de
Lejeune et al. [2] et de Yao et Barsoum [3].

Chez la souris, les étapes de différenciation sont largement les mémes, quoique les dates
soient légérement différentes [3, 4]. Chez 'homme, les cellules précurseures de FLC
deviennent identifiables durant la 8° semaine de gestation, alors que la testostérone est
7éme

détectée chez le foetus dés la 6°™ ou semaine de gestation [2]. Ainsi, comme chez le



rat, la LH ne régule pas la différenciation initiale des cellules de Leydig puisque la
stéroidogenése en précéde la production par I'hypophyse [1, 2]. La gonadotrophine
chorionique humaine (hCG) n’est pas nécessaire non plus a ce stade initial de
différenciation. Cependant, elle est requise par aprés — dés la 10°™ semaine — afin qu'il y
ait une production de testostérone suffisante pour la masculinisation de I'appareil génital
externe [2]. De la 14°™ & la 18°™ semaine de gestation, il y a environ 48 million de FLC.
Cette population demeure stable entre la 18°™ et 24°™ semaine, pour ensuite régresser
geme

progressivement entre les 24°™ et 2 semaines [2].

1.1.1.2 Les cellules de Leydig adultes (ALC)

La population adulte de cellules de Leydig (ALC) se différencie au cours de la puberté [2,
5-7] en quatre étapes [8] bien définies. Cette population n’est pas dérivée des quelques
FLC demeurant dans le testicule, mais plutét a partir de cellules souches fibroblastes
fusiformes non-différenciées [2]. Chez le rat, ces cellules souches sont observées dés les
jours postnataux (pn) 10 a 13 [1] et elles se divisent a un rythme tel que leur nombre
doublerait environ tous les sept jours [2]. Ces cellules se différencient, de maniére
androgéno-dépendante, en cellules progénitrices, aussi appelées cellules
mésenchymateuses précurseures. Suite a cette premiére étape, les cellules précurseures
expriment certaines caractéristiques les identifiant a la lignée cellulaire des Leydig, dont la
présence de certaines enzymes stéroidogéniques (la 38-HSD, la P450scc, la P450c17) et
la présence de vésicules lipidiques [1]. Aux alentours du jour 28 pn, les cellules
précurseures mésenchymateuses entreprennent la deuxieme étape de différenciation,
devenant des ALC immatures. Cette étape est dépendante de la LH et des androgénes
[1]. Suite a la différenciation, l'activité enzymatique de la 3p-HSD, de la P450scc et de la
P450c17 augmentent abruptement [2]. Cependant, I'activité de la 17B-HSD, qui catalyse la
synthése de testostérone a partir d’androsténedione, n‘augmente pas avant le 35° jour
postnatal [1]. Les ALC immatures sont aussi distinguées des cellules précurseures par
I'expression de trois autres enzymes stéroidogéniques: 11p-HSD, 3a-HSD et 5a-
réductase [1, 2]. D’ailleurs, compte tenu de la forte expression de ces deux derniers, la

production principale des ALC immatures sont des androgénes 5a-réduits. Avant la



derniére étape de différenciation, les ALC immatures se divisent une fois entre les jours 28
et 56 pn [2].

Aux environs du jour 56 pn, les ALC immatures entreprennent la différenciation ultime en
ALC matures. Cette étape, dépendante de la LH, mais pas des androgénes, est
caractérisée par une augmentation de la taille cellulaire, du volume du réticulum
endoplasmique lisse ainsi que par un déclin en vésicule lipidiques [1, 2]. Il y a aussi plus
grande expression de LHCGR ainsi que des enzymes de la biosynthése de la
testostérone, tandis que I'expression des enzymes métabolisant la testostérone — la 5a-
réductase et la 3a-HSD — est grandement diminuée [1, 2]. Les étapes de la différenciation

sont résumées a la figure 1.2.
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Figure 1.2 Représentation schématique des étapes de la différenciation des cellules
de Leydig de la population adulte chez le rat. Le graphique détaille les quatres stades
de différenciation des cellules de Leydig adultes (ALC) suite a I'accouchement (non
représenté). La période correspondant a chaque stade est indiquée en jour postnataux
(pn). La premiere différenciation est dépendante de [lactivité androgénique (AR-
dépendante), tandis que la 2° différenciation est dépendante de I'activité androgénique et
de la LH. La derniére différenciation est uniquement dépendante de la LH. On remarque
que toutes les cellules expriment le récepteur a la LH (LHCGR), I'AR ainsi qu’au moins
une enzyme stéroidogénique, signifiant que tous ces stades de différenciation sont au
moins partiellement stéroidogéniquement actifs. Ce schéma est inspiré de celui présentés
par Haider [1] (réutilisé et modifié avec permission), suppléé avec des informations tirées
de l'article de Lejeune et al. [2].



La population adulte de LC est stable, se multipliant rarement [2]. Chez 'homme, il y a
5x10% ALC matures une fois que le développement pubére des Leydig est terminé [2]. Le
roulement des ALC est faible, pouvant aller de 140 jours jusqu’a toute une vie [2]. Ces
cellules ont donc le potentiel d’étre parmi les plus vieilles du corps. Leur renouvellement
se fait probablement grace a un réservoir de cellules souches non différenciées suite a la
naissance. La prolifération et la différenciation de ces fibroblastes expliquerait les stades
intermédiaires de différenciation observés dans les testicules adultes [2]. Ce réservoir de
cellules souches permettrait aussi de renouveler la population d’ALC si jamais celle-ci était
détruite. D’ailleurs, il semblerait que les macrophages testiculaires soient requis chez le rat
pour des raisons de différenciation cellulaire des ALC et possiblement de régulation du
nombre cellulaire par phagocytose [1]. En effet, la destruction de la population de LC
adultes par injection d’'un antagoniste des ALC — I'éthane-1,2-dimethylsulfonate (EDS) —
occasionne une régénération de la population d’ALC aprés 8 a 10 semaines [2]. Or, cette

régénération n’a pas lieu si les macrophages testiculaires sont éliminés [1, 2].

1.1.1.3 Les cellules de Leydig infantiles (ILC)

Les stades de développement postnatal des cellules de Leydig sont moins bien connus
chez 'homme que chez les rongeurs. Néanmoins, une population de LC particuliére aux
primates a été cernée a la période néonatale de développement. Cette période couvre la
1°® année de vie, durant laquelle les nouveau-nés connaissent un pic de testostérone
plasmatique a I'age de trois mois [2] qui a été qualifié de «mini-puberté» [9]. Ce pic
hormonal est associé a la croissance rapide du nombre de LC suite a la naissance [2]
alors que les FLC ont déja commencé a régresser. La régulation des ILC est encore peu
connue, mais ces cellules semblent capables de synthétiser beaucoup de testostérone [2],

ainsi que de maintenir un niveau d’'INSL3 comparable a celui recensé a la naissance [10].
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Figure 1.3 Phases de la descente testiculaire, niveaux d’hormones plasmatiques et
populations de cellules de Leydig feetales (FLC) et infantiles chez le rat, la souris et
’lhomme en fonction du pourcentage de gestation. Les données sont décrites selon
une échelle temporelle relative normalisée proportionnellement a la durée de la gestation.
L’échelle commence a I'accouplement et 'accouchement en marque la fin, atteignant
100%. Les valeurs au-dela de 100% représentent des événements post-nataux. Chez les
rongeurs, I'échelle couvre le début de la puberté des animaux; chez 'homme, 220% de
gestation couvre presque la 1°° année de vie (environ les premiers 10.5 mois). Les
valeurs en jours post-coitum (pc) et post-nataux (pn) sont indiquées par les fleches noires
verticales et horizontales. La parturition chez la souris a lieu a 20 jours pc; chez le rat a 22
pc et chez 'homme a 270 pc (environ 39 semaines). Les phases de la descente
testiculaire (TD) sont représentées par les barres grises. La 1 phase de TD débute au
jour 15.5 (78%), 16 (73%) et 70pc (26%) chez la souris, le rat et 'Thomme, respectivement.
Cette phase — la descente trans-abdominale — est sous le contréle d’'INSL3. La 2° phase
de TD débute aprés parturition au jour 6 pn chez le rat et la souris (127 et 130%
respectivement); et avant parturition a 182 pn (68%) chez 'homme. Les androgénes
régulent cette phase, ou la descente est inguino-scrotale. (Voir la section 1.3.) Les
populations de cellules de Leydig feetales (FLC) et infantiles (LCI) sont indiquées pour le



rat et 'lhomme en dessous des barres de TD. Les cellules souches mésenchymateuses
sont représentées par *, les cellules précurseures de FLC par ** et les FLC pleinement
différenciées par ***. Les LCI sont représentées par ****. Chez 'homme, la période
d’'activité des FLC et des LCI est représentée par la fleche mauve correspondante. Ainsi,
les FLC sont actives de 14 a 18 semaines de gestation (~36 a 47%) et les LCI sont
présentes pour la 1° année de vie. Les niveaux d’hormones plasmatiques sont donnés
par les courbes colorées. La gonadotrophine chorionique humaine (hCG) n’es pas
représentée, car elle est absente des espéces autres que les primates. Chez le rat, la
poussée de LH a lieu 24 a 48 heures avant 'accouchement. Chez la souris, les courbes
pour INSL3 et la LH terminent a la naissance faute de données post-natales en continu.
Les niveaux de ces hormones sont présumés étre semblables a ceux observés chez le
rat. Les courbes ne sont pas a I'échelle et ne peuvent servir a comparer les hormones
entre elles. Les références des publications ayant servi de d’inspiration ou fourni de
l'information pour cette image sont: [2, 3, 10-15].

1.2 Expression de ’lhormone INSL3

L’hormone INSL3 est une protéine de la famille des relaxine-insuline [16]. Aussi connue
comme Ley I-L (Leydig insulin-like) et comme RLF (Relaxin-like factor), son ADNc a
d’abord été isolé chez le porc [17], puis chez la souris [18]. Depuis, des génes /ns/3 ont

été retrouvés chez tous les mammiféeres étudiés jusqu’a maintenant [19-26].

INSL3 est une hormone peptidique plutét que stéroidienne. La préproprotéine humaine
comporte 131 acides aminés, lui donnant un poids moléculaire de 14 kDa [27]. Chez la
souris, la préproprotéine est plus courte, avec 122 acides aminés. Les préproprotéines
comportent deux chaines, la A et la B, reliées par un peptide C qui est éliminé par clivage
protéolytique lors de la maturation moléculaire (processing). Chez la souris, la chaine A de
la forme bioactive d’'INSL3 a 26 acides aminés de long et un poids moléculaire de 6.3 kDa,

tandis que la chaine B mesure 31 a.a. et pése 3.5 kDa.

1.2.1. INSL3 chez le male

Chez le male, les transcrits d’Insl3 sont présents seulement par les deux populations de
cellules de Leydig [17, 28]. Chez la souris, ils sont détectés dés le jour 13.5 pc dans les

testicules foetaux. Durant les 3 premiéres semaines suivant la naissance, les niveaux



d’ARNm demeurent constants, puis augmentent lors de la premiére vague de

spermatogeneése; ils atteignent enfin leur niveau maximal a 'age adulte [27].

Chez 'homme, les niveaux sériques d’'INSL3 présentent un profil semblable a celui dressé
par les niveaux dARNm d’Ins/3 chez la souris. Ainsi, chez I'humain, 'hormone est
détectée a partir de la 15° semaine gestationnelle, son niveau diminuant progressivement.
Quand laccouchement approche, le niveau d’hormone connait une augmentation
marquée et ce niveau accru demeure pendant une période de 3 mois, puis diminue et
reste a son seuil minimal durant toute I'enfance. Cette poussée d’expression d’INSL3
correspond au pic de testostérone de la «mini-puberté» et la prolifération des cellules de
Leydig infantiles (voir la section 1.1.1.3 et la figure 1.3). La puberté voit ensuite les taux
sériques d’INSL3 augmenter progressivement, atteignant un niveau maximal d’environ 2

ng/ml a I'adge adulte [10].

1.2.2 INSL3 chez la femelle

Chez la souris, aucun ARNm d’Insl/3 n’a été détecté chez 'embryon femelle. Les premiers
transcrits ont été détectés dans la théque de I'ovaire post-natal 6 jours aprés la naissance,
de fagon concomitante au développement folliculaire. Ainsi, les transcrits sont davantage
présents lors de la phase folliculaire que lors de la phase lutéale. A I'age adulte, les
niveaux d’ARNm d’/Ins/3 retrouvés dans I'ovaire sont beaucoup plus faibles que ceux que

I'on retrouve dans le testicule murin adulte [27].

Chez la femme, des transcrits d’/Ins/3 ont été détectés dans la théque du corps jaune et

dans le trophoblaste humain [29, 30].

1.2.3 INSL3 en circonstances pathologiques

Les caractéristiques particulieres de I'hormone INSL3 en font un excellent indicateur de

I'état de différenciation et du bon fonctionnement des cellules de Leydig, autant dans les



échantillons de tissu testiculaire [28] que dans le sérum [16, 31-34]. Les niveaux sériques
d’INSL3 peuvent servir en clinique pour évaluer et surveiller la fonction des cellules de
Leydig aupres de patients atteints de pathologies impliquant une dysfonction testiculaire
[10]. Par exemple, les hommes souffrant d'un hypogonadisme hypogonadotrophique?
traité avec un remplacement de testostérone ont des niveaux d’INSL3 non détectables,
tandis que les hommes traités avec de la gonadotrophine chorionique ont des niveaux

d’'INSL3 inférieurs a la normale mais mesurables [31].

Les nouveau-nés cryptorchides ont des niveaux d’INSL3 dans le sang de cordon plus
faibles que les bébés aux testicules descendus [34]. Les hommes adultes obéses [35] et
atteints de diabéte de type 2 [36], deux conditions associées a un risque accru
d’hypogonadisme, ont aussi des niveaux réduits d'INSL3. Enfin, les cellules de biopsies
humaines de néoplasies ou d’hyperplasies de cellules de Leydig présentent des niveaux

d’ARNm d’Insi3 réduits, ainsi qu'une expression protéique d’INSL3 plus faible [37].

1.3 Roéles d’INSL3 et descente testiculaire

1.3.1 INSL3 et descente testiculaire

Tel qu’il a été mentionné a la section 1.1, les testicules des mammiferes méales matures
sont situés dans le scrotum. Ce positionnement des gonades s’acquiert lors du
développement grace a la descente testiculaire, phénoméne ou I'INSL3 joue un réle

capital.

1.3.1.1 La descente testiculaire

Chez les mammiféres, alors que les ovaires sont retenus a lintérieur de la cavité
abdominale en position péri-rénale, les testicules migrent dans le scrotum. Cette
localisation des testicules dans le scrotum est essentielle a une fonction reproductrice

normale, en raison de la température scrotale inférieure (33°C) nécessaire a la

?Etat d'un sujet dont les glandes génitales ont une sécrétion interne insuffisante. Ceci peut découler d’une
insuffisance hypophysaire.
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spermatogenése. A preuve, lorsque le testicule est maintenu a une température entre 35
et 37°C, les dommages occasionnés aux cellules germinales par I'hyperthermie entrainent
linfertilité [38, 39].

Ce dimorphisme sexuel du positionnement des gonades est di au développement
différentiel de deux ligaments, le gubernaculum et le ligament suspensoir cranien (CSL)
[40, 41]. Ce processus, celui de la descente testiculaire, est sous contrble hormonal et
s’effectue en deux phases [42]. Chez 'homme, la descente testiculaire a lieu lors du
développement feetal, principalement lors du premier et du troisiéme trimestre chez
’humain [43, 44]. La premiére phase est dite trans-abdominale; les testicules migrent alors
d’'une position péri-rénale jusqu’a la paroi inférieure de 'abdomen. Cette phase est régie
par 'hormone INSL3 et son récepteur, RXFP2 (relaxin/insulin-like family peptide receptor
2) [43]. Sous l'influence de ces acteurs, il y a excroissance du gubernaculum, le ligament
génital caudal, qui tire le testicule vers le bas de la cavité abdominale et le scrotum [45].
La deuxiéme phase est appelée inguino-scrotale, puisque les testicules traversent le canal
inguinal jusque dans le scrotum. Elle est sous le controle de la testostérone et d’AR [43].
Sous l'influence des androgénes [45, 46], le CSL dégénére, libérant les testicules et

permettant au gubernaculum de les tirer jusque dans le scrotum.

1.3.1.2 INSL3 et la phase trans-abdominale

Chez I'humain, cette premiére phase s’effectue entre la 8° et la 15° semaine gestationnelle
[44], tandis qu’elle a lieu chez la souris entre les jours 15.5-17.5 pc [47]. (Voir aussi la
figure 1.3.) Lors de cette premiére étape de la descente, le tissu du gubernaculum se
différencie et se réorganise. Le ligament se raccourcit, en rapprochant la partie
«supérieure» (aussi dite cranienne ou abdominale) a I'anneau inguinal [48]. Ainsi, les
structures rattachées a la ‘téte’ du gubernaculum - le testicule et I'épididyme - sont aussi
déplacées. De plus, la partie caudale du gubernaculum, communément appelée le bulbe,
est sujette a un élargissement («swelling reaction»). Outre la prolifération cellulaire [49],
cet élargissement est effectivement un gonflement, le bulbe retenant de lI'eau sous
linfluence d’'une augmentation en glycosaminoglycanes et en acide hyaluronique, des
mucopolysaccharides [50, 51]. Cet élargissement du bulbe a pour effet d’agrandir le canal

inguinal, préalable essentiel au passage des testicules [49, 50, 52]. Chez les humains et
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les souris avec une insensibilité compléte aux androgénes [53] ainsi que chez des rats
exposés a lanti-androgéne flutamide [54], I'élargissement de la partie caudale du
gubernaculum s’effectue normalement. De plus, des souris méales déficientes en hormone
antimullérienne (AMH) connaissaient une descente testiculaire normale, suggérant que la
croissance du gubernaculum ne lui était pas due [55-57]. Ces résultats appelaient
I'existence d’'une «troisitme hormone» [58] testiculaire foetale dans le développement de
I'appareil reproducteur mammifére méle, que Fentener van Vlissingen et al. nommeérent
‘descendin’[59].

Cette hormone, c’est 'INSL3 produite par les cellules de Leydig. Quant a son récepteur
spécifique nommé RXFP2 (relaxin/insulin-like family peptide receptor 2), il est fortement
exprimé dans le gubernaculum [60-62]. [RXFP2 est aussi connu sous les appellations
LGRS (leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 8) et GREAT.] La preuve
du réle essentiel d’'INSL3/RXFP2 a la réalisation de la phase trans-abdominale est venue
des modéles murins invalidés pour les génes Ins/3 et Rxfp2. Dans les deux cas (souris
InsI3" et souris Rxfo2"), les souris males sont infertiles et présentent des testicules non-
descendus, un désordre nommé cryptorchidie, en raison d’'un gubernaculum allongé,
mince et mal différencié [47, 60, 62-64]. Dans le cas des souris /ns/3”, un sauvetage du
phénotype cryptorchide est possible en faisant surexprimer le géne par les cellules 3 du
pancréas [65]. Le phénotype féminin de cette surexpression d’InsI3 présente une descente
ovarienne, avec structures dérivées Mullériennes persistantes et absence de canaux de
Wolff. La croissance du gubernaculum chez les femelles s’est donc produite en I'absence
d’'androgénes et dAMH, portant a croire que l'effet d'INSL3 sur le développement

gubernaculaire est indépendant d’autres hormones [65].

Effectivement, 'INSL3 et RXFP2 seuls suffisent a induire la phase de descente trans-
abdominale. Les souris hypogonadiques (hpg), dont le géne Gnrh (pour gonadotropin
releasing hormone) de la gonadolibérine est supprimé, en sont la preuve. Chez ces souris,
I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique (HPG)® est dysfonctionnel et les males sont
cryptorchides. Néanmoins, ils produisent de I'INSL3 [66] et connaissent une descente

transabdominale compléte [67, 68]. L'axe HPG foetal n’est donc pas nécessaire a la

* ’axe HPG référe collectivement 3 I’hypothalamus, aux glandes pituitaires et aux gonades (H-P-G) puisque
ces glandes endocrines interagissent fréquemment de maniere coopérative, se régulant entre elles,
notamment par des rétro-inhibitions.

12



premiére étape de la descente testiculaire [69-71]. Par ailleurs, s’ils sont essentiels a la
premiére phase, I'InsI3 et Rxfp2 ne le sont pas dans la suivante, comme le démontrent
d’autres modéles murins. Par exemple, on observe une cryptorchidie bilatérale* chez les
souris males Gnrhr” dont le récepteur aux gonadotrophines est inactivé [67]. La
surexpression d’'Insl3 chez ces souris (par croisement avec la lignée générée par Adham
et al.[65]) ne rétablit pas un phénotype normal [44]. Inversement, lorsque des souris hpg
sont traitées avec de la testostérone ou greffées avec des neurones exprimant Gnrh, la
descente inguino-scrotale s’effectue [72]. Il est donc clair que la phase inguino-scrotale

n’implique pas I'action d’INSL3.

Quoique linteraction entre INSL3 et RXFP2 soit bien cataloguée et leur apport a la
premiére phase de la descente relativement connu, leurs génes cibles ne sont pas bien
caractérisés. Des génes responsables de la prolifération cellulaire sont certainement en
aval de la signalisation de RXFP2, comme en témoignent la croissance du gubernaculum
[49] et la formation des os [73] (voir la section 1.4.3). Ceci est appuyé par les résultats de
Johnson et al., qui ont déterminé par puce a ADN que les voies de signalisation de
morphogenese WNT et BMP (pour Bone morphogenetic protein) sont activées dans le
gubernaculum par INSL3 [74]. INSL3 modulait aussi plusieurs génes impliqués dans la
neurogenése ou dans la transmission synaptique [74]. Le géne le plus fortement est Pnoc,
qui est régulé par TAMPc [74]. Effectivement, la signalisation de RXFP2 est celle d’'un
récepteur couplé aux protéines G (GPCR, pour G protein coupled receptor), signalisation
qui varie selon la sous-unité a de la protéine G. Lorsqu’INSL3 se lie a son récepteur,
I'activité de I'adénylate cyclase (AC) est lancée ou inhibée par une sous-unité a stimulante
(Gqs) ou inhibitrice (Gy), respectivement. Il en résulte une modification du niveau dAMPc
intracellulaire. Lorsque celui-ci augmente sous l'effet de G, et de I'AC, la protéine kinase
A (PKA) est activée et phosphoryle le facteur de transcription CREB (Cyclic AMP
response element binding protein). Celui-ci peut alors se lier a I'élément de réponse a
'AMPc (cyclic AMP response element, CRE) situé dans le promoteur de plusieurs génes
[75, 76]. Ceci dit, la signalisation via la sous-unité inhibitrice G, peut aussi mener a une
modulation de I'expression génique via les sites CRE [75], quoique le mécanisme et ses

acteurs ne sont pas encore clairs.

* La non-descente des testicules peut en affecter un seul (unilatérale) ou les deux (bilatérale).
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1.3.1.3 La testostérone et la phase inguino-scrotale

La deuxiéme phase de descente testiculaire s’effectue chez I’humain entre la 18° et la 35°
semaine de gestation, se terminant avant la naissance lors d’'une gestation normale [40,
77]. Chez les rongeurs, cette étape s'effectue aprés la naissance, entre les 2° et 3°
semaines [40]. Au cours de cette phase, le testicule, le gubernaculum et I'épididyme
migrent ensemble dans le scrotum via le canal inguinal. Ce passage se fait rapidement
chez 'homme; Heyns affirme qu’il se fait en dedans de 4 semaines, spécifiant que le
passage de chaque testicule est probablement bien plus rapide encore [50]. Lors de la
phase inguino-scrotale, le gubernaculum diminue de volume, par involution. Le passage
au travers de I'anneau inguinal semble se faire grace a ce rétrécissement ainsi qu’a la
pression intra-abdominale [50, 52]. Aprés avoir passé le canal, le gubernaculum continue
de s’amenuiser, devenant plus fibreux et perdant de la masse liquide accumulée au cours
de la phase trans-abdominale, ce qui pourrait faciliter la descente finale du testicule et de

I'épididyme dans le scrotum [50].

Cette étape de la descente est contrdlée par les androgénes et leur récepteur (AR) [78].
Chez le rat, il a été démontré que l'administration prénatale de flutamide, un anti-
androgéne puissant, inhibe la descente inguino-scrotale [79-82]. Cette suppression
d’activité androgénique occasionne le développement du CSL de maniére semblable au
profil de développement féminin [82, 83]. En effet, chez les mammiféres femelles, c’est
'absence d’androgénes qui permet au CSL de croitre et de retenir les ovaires en position
péri-rénale [48], tandis que les androgénes contribuent & sa régression lors de la
descente intra-abdominale chez les maéles sains [43]. Un phénoméne apparenté est
observé chez les souris tfm (testicular feminization). Ces mutants ont un AR non-
fonctionnel, ce qui signifie que les androgénes ne peuvent pas communiquer leurs effets.
Conséquemment, les males {fm ont un phénotype féminin, dépourvu de scrotum,
nécessairement cryptorchide [46]. Il sS’avére que la non-descente est due a la conservation

du CSL, en raison du manque d’action des androgénes [41, 42, 84]. Le phénotype tfm
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murin est trés similaire a celui des humains ayant un syndrome d’insensibilité aux

androgénes (AIS)®, ot 'AR a subi une mutation le rendant inactif. [42, 43, 85, 86].

Les androgénes participent aussi a la régression du gubernaculum. Chez les personnes
ayant un AIS total, le bulbe demeure élargi [42, 87]. Chez le porc, I'administration
prénatale de flutamide inhibe la régression du gubernaculum, qui demeure bien plus
volumineux qu’un gubernaculum de testicule descendu [88]. Chez le rat, le cordon du
gubernaculum — partie proximale au testicule, supérieure au bulbe — est affecté
différentiellement par des traitements prénataux de flutamide ou d’un androgéne puissant,
la dihydrotestostérone (DHT). La flutamide inhibait le rétrécissement du cordon, tandis que
la DHT l'accentuait grandement [81]. Ces observations concordent avec la localisation de

'AR dans le gubernaculum, préalable incontournable a I'action androgénique [79, 89-91].

Il est clair que les androgénes sont indispensables a la réussite de la deuxiéme phase de
descente testiculaire, autant pour [linvolution du CSL que pour la régression du
gubernaculum. Or, comme la production d’androgénes est sous le contréle de 'axe HPG,
son bon fonctionnement est nécessaire a la descente testiculaire [92]. Tel qu’il a été
mentionné a la section précédente, la descente inguino-scrotale est absente chez les
souris hpg déficientes en gonadolibérine (GnRH) [68, 69]. Ce déficit réduit énormément la
production d’hormone lutéinisante (LH) par I'’hypophyse [70], et, dés cinq jours suite a la
naissance, le niveau de testostérone testiculaire chez ces souris est rendu indétectable
[70]. Plus directement, l'inactivation du géne codant pour le récepteur de la LH (LHCGR)
chez les souris LURKO occasionne aussi une cryptorchidie résultant d’une insuffisance du
développement postnatal de I'appareil reproducteur — c’est-a-dire I'échec de la phase
inguino-scrotale — avec trés faible production de testostérone [93]. Effectivement, la
production de testostérone chez les rongeurs d’age foetal est indépendante de la LH [93],
mais les cellules de Leydig en deviennent dépendantes peu aprés I'accouchement [70,

71]. Comme la phase inguino-scrotale est post-natale chez les rongeurs, elle coincide

5 Un syndrome d'insensibilité aux androgénes (AIS) est une condition qui touche le développement prénatal et lors de la
puberté. L'insensibilité compléte aux androgénes (CAIS) occasionne un phénotype externe féminin en raison d’une
incapacité totale du corps d'utiliser les androgénes. La phase de descente trans-abdominale est déficiente et la phase
inguino-scrotale fait échec aussi généralement. Des variantes partielles (PAIS), moins sévéres, existent aussi. Le
phénotype développemental du systéme reproducteur masculin est alors variable. Typiquement, I'insensibilité plus sévére
est associée a des testicules retenus en position abdominale, tandis que les cas moins séveres présentent des testicules
inguinaux [31].
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avec la production de testostérone LH-dépendante, d’ou la cryptorchidie en position

inguinale [94].

Chez 'lhomme, par contre, le placenta produit des gonadotrophines (hCG pour human
chorionic gonadotropin), qui stimulent la biosynthése de testostérone par le fcetus dés la
14° semaine de gestation [95]. Malgré cela, la cryptorchidie est fréquente dans les cas
d’hypogonadisme hypogonadotrophique humain. Quinton et al. (2001) suggérent donc
que, tard dans la grossesse, la synthése de LH endogéne par la glande pituitaire du foetus
serait plus importante dans la régulation de la production de testostérone [96]. Des
mutations du géne du LHCGR - semblables a celle du modéle murin LURKO [93] — ont été
rapportées chez I'humain; ces patients sont cryptorchides avec des niveaux de

testostérone faibles, tandis que ceux de la LH sont élevés [97].

1.3.2 Autres roles d’INSL3

L’'INSL3 est assurément essentielle au bon déroulement de la descente testiculaire.
Pourtant, sa fonction ne se limite pas a ce réle, puisque le géne est exprimé a I'age adulte
chez les males [27] [10, 27], et de plus, uniquement en période post-natale chez les
femelles [19, 27, 29, 30, 66].

1.3.2.1 INSL3 comme facteur de survie des cellules germinales males

Kawamura et al. (2004) ont déterminé in vivo chez le rat qu’INSL3 est un facteur de survie
des cellules germinales méiotiques [98]. Une privation expérimentale en gonadotrophines,
grace a un antagoniste de la GnRH, induit 'apoptose de cellules germinales de certains
stades précis (les stades VI a VIl du cycle spermatogénique) et cause une réduction du
poids testiculaire [98]. Des co-traitements avec INSL3 bloquent I'apoptose et stoppent
partiellement la perte de poids du testicule. INSL3 agit par interaction avec son récepteur,
exprimé par les cellules germinales méiotiques [98]. Dans ces cellules, RXFP2 est associé
avec une protéine G inhibitrice (G4), menant & une diminution de la production d’AMPc
lorsqu’activé par la liaison d’'INSL3 [98]. Ce faible niveau d’AMPc entretenu par

INSL3/RXFP2 semblerait étre important a la progression méiotique [98]. D’autres études
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ont confirmé que les cellules germinales méiotiques et post-méiotiques de ’homme et des
rongeurs expriment Rxfp2 [99, 100]. Aussi, il a été observé que des injections intra-
testiculaires d’antagoniste d’INSL3 chez le rat occasionnaient une réduction du poids
testiculaire, probablement en inhibant I'effet anti-apoptotique d’INSL3 auprés des cellules
germinales. Toutefois, la correction chirurgicale de la cryptorchidie (orchidopexie) des
souris aux genes Insl3 ou Rxfp2 inactivés permet de rétablir en partie la fertilité chez ces
animaux [27, 62, 101]. Ceci suggére que I'apport d'INSL3 aux cellules germinales n’est

pas essentiel a la fertilité.

De fagon connexe, I'épididyme [99], le canal déférent et la vésicule séminale expriment
tous RXFP2 [102], suggérant la possibilité que la signalisation INSL3/RXFP2 serve aussi

dans la maturation et le transport des spermatozoides [10].

1.3.2.2 Roles d'INSL3 dans l'ovaire

Tel qu’il a été mentionné précédemment (voir section 1.2.2), 'INSL3 est exprimé chez la
femme adulte, principalement dans les cellules de la théque et du corps jaune [29, 30],
selon un modele d’expression similaire a celui des femelles des autres espéces

mammiféres étudiées [27, 66, 103]. Rxfp2 a été trouvé dans les ovocytes de rat [98].

Comme chez les males, la signalisation INSL3/RXFP2 semble étre impliquée dans le
devenir des cellules germinales au niveau de leur maturation et de I'apoptose. Ainsi,
Kawamura et al. (2004) ont montré in vivo chez le rat et in vitro que la liaison d'INSL3 a
RXFP2 initiait la progression méiotique d’oocytes de follicules préovulatoires en réprimant
les niveaux d’AMPc dans l'oocyte via une protéine G (voir section 1.3.1.1) [98]. Cette
méme étude a observé que la LH incitait une augmentation des niveaux d’ARNm d’/ns/3
dans les cellules de la théque. Les auteurs suggérent donc qu’INSL3 aurait une fonction
paracrine, agissant en tant que médiateur des actions préovulatoires de la LH, ce qui
coincide avec l'effet régulateur de la LH sur la différenciation folliculaire [103], ainsi
gu’avec les niveaux sériques trés faibles d'INSL3 chez les femmes adultes [104]. Chez les
souris femelles Ins/3”, la fertilité est atteinte et le cycle cestral est prolongé [63]. Les
ovaires de ces souris montrent une atrésie folliculaire accrue due a un taux d’apoptose

plus élevé que chez des souris de type sauvage [105], ce qui suggére qu’INSL3 peut agir
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comme un facteur de survie. Cependant, Zimmermann et al., ainsi que Gorlov et al., ont
montré, respectivement, que les souris femelles dont le géne InsI3 ou Rxfp2, est inactivé
demeurent fertiles [47, 64]. Des effets de l'inactivation d’'/ns/3 n’ont pas été rapportés dans
'étude de Zimmermann et al. probablement a cause de lignée de souris choisie, lignée ou
le cycle cestral est naturellement plus court que normal [106]. Quant aux résultats de
Gorlov et al., ceux-ci sont communiqués uniquement trés brievement dans la discussion
de l'article; I'expérience n’a pas non plus été dupliquée, tel qu'avec Insi3. La déclaration

provisoire d’'une absence d’'impact de l'inactivation de Rxfp2 reste donc a vérifier.

1.3.2.3 INSL3 en dehors du systéme reproducteur

Les fonctions d'INSL3 et de RXFP2 en dehors du systéme reproducteur sont méconnues,
puisqu’une déficience en INSL3 ou en son récepteur occasionne un phénotype dont les
conséquences ne sont pas létales [107]. Cette «subtilité» de phénotype s’explique par
I'évolution récente de cette paire ligand-récepteur [107]. Néanmoins, la signalisation
INSL3/RXFP2 demeure trés importante, et les taux sériques élevés d’INSL3 chez les
hommes adultes laissent planer la possibilité de fonctions endocrines pour la signalisation
INSL3/RXFP2 [31, 104, 108]. Contrairement a I'expression restreinte d’INSL3, la
distribution de RXFP2 et/ou de son ARNm est trés vaste chez 'humain et les rongeurs. La
protéine et/ou les transcrits de Rxfp2 ont été retrouvés, entre autres, dans le cerveau, le
rein, la thyroide, ainsi que dans la moelle osseuse, [73, 76, 99, 102]. Ces sites seraient

donc des cibles potentielles d’action endocrine d’INSL3.

A) Dans les os

A ce jour, I'ostéoporose chez les jeunes hommes a été attribuée a un manque de
testostérone. Cependant, un pourcentage significatif d’hommes avec une mutation bien
caractérisée (T222P) [109] du géne RXFP2 souffrent d’'une densité osseuse moindre,
phénotype partagé par les souris Rxfp2”. Ces hommes ont des niveaux de testostérone
normauy, indiquant une fonction endocrine d'INSL3 dans la formation des os, en induisant

la prolifération des ostéoblastes [73].
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B) Dans le rein

Des transcrits de Rxfp2 ont été retrouvés dans les glomérules du cortex rénal de rat [110].
Les quantités de cet ARNm étaient maximales tard durant la gestation, diminuant
subitement aprés la parturition, mais demeurant tout de méme détectables dans le rein
adulte. Cette méme étude a constaté la liaison d’INSL3 radio-marquée au tissu rénal chez
le rat adulte et chez le nouveau-né. In vitro, des traitements d’INSL3 sur des cellules
glomérulaires limitaient la prolifération de maniére spécifique et en fonction de la dose
[110]. Il semble donc qu’INSL3 ait une fonction endocrine lors de la glomérulogenése en
tant qu’inhibiteur de croissance, soit en encourageant I'apoptose ou en restreignant la
prolifération cellulaire. Cela servirait a conserver le juste nombre de cellules mésangiales,
assurant une physiologie rénale normale [110]. Fait intéressant, les transcrits de Rxfp2
étaient 6 fois plus élevés dans les reins des femelles que dans ceux des males [110] alors
que les niveaux sériques d’'INSL3 sont beaucoup plus élevés chez les hommes adultes
que chez les femmes (voir section 1.2). Ce niveau accru dARNm Rxfp2 suggére la
présence d’un mécanisme de compensation pour les faibles quantités d’INSL3 en
circulation chez les femelles, mais cela ne peut étre confirmé. Enfin, des souris déficientes
en INSL3 ou en RXFP2 [47, 62, 63] ne semblent pas présenter d’anomalies rénales. ||

semble donc qu’/ns/3 ne soit pas essentiel a la formation des néphrons rénaux [110, 111].

C) Dans le cerveau

L’ARNmM de Rxfp2 a été retrouvé de fagon généralisée dans le cerveau du rat, mais il est
particulierement abondant dans le cerveau antérieur, soit dans le thalamus. Cette partie
du cerveau présente des sites de liaison d'INSL3 — indiquant la présence de la protéine
RXFP2 — ne recoupant pas la localisation des transcrits de Rxfp2 [112]. En réponse a
cette observation, les auteurs proposent la production des récepteurs au cceur du neurone
et leur transport axonal jusqu’aux projections terminales. Cet «enrichissement» suggére
un role de signalisation INSL3/RXFP2 dans le contréle sensorimoteur. Ainsi, RXFP2
pourrait participer a la régulation de la transmission et/ou de I'intégration des signaux de
douleur (nociception) et du désir. L’alimentation et le comportement sexuel pourraient
aussi étre modulés [112]. Or, pour activer RXFP2 dans le cerveau, INSL3 aurait a

traverser la barriere hématoencéphalique. Quoiqu’aucune donnée n’existe a ce sujet,
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insuline, hormone structurellement semblable a I'Insulin-like 3, est activement transportée

au travers de la barriére [113].

1.4 La cryptorchidie

La cryptorchidie est définie comme I'absence d’'un ou des deux testicules dans le scrotum.
Il s’agit de la malformation génitale la plus courante chez les gargons nouveau-nés [114];
une incidence de 3 a 4% des naissances a terme est généralement acceptée [115].
Malgré sa prévalence (environ 90% des cas surviennent spontanément [77]), son étiologie
demeure idiopathique et multifactorielle [116]. Les cas humains avec mutations causatives
sont aussi extrémement rares; par contre, plusieurs mutations causatives sont bien

caractérisées chez les modéles animaux (voir section 1.5.4).

Chez 'lhomme, la cryptorchidie est fréquemment transitoire, un retard de développement
rattrapé aprés la naissance. Ainsi, une descente spontanée du ou des testicules survient
dans la premiére année de vie chez environ la moitié des enfants cryptorchides a la
naissance [117]. Ce phénoméne de «rattrapage» est encore plus fréquent chez les
cryptorchides prématurés [118, 119], probablement a cause de la gestation insuffisante
inhérente a la prématurité. Cette descente spontanée des testicules est généralement
attribuée a la «mini-puberté», un pic hormonal qui survient dans les premiers six mois de
vie [120, 121]. Or, la montée de LH et de testostérone est absente ou réduite chez les
nourrissons cryptorchides [121-123] et ceux ayant un syndrome d’insensibilité totale aux

androgénes [123].

1.4.1 Prévalence

1.4.1.1 Prévalence en augmentation?

L’incidence rapportée de cryptorchidie dépend beaucoup des critéres d’inclusion. De plus,
elle varie beaucoup parmi les pays, méme s’ils sont proches géographiquement [117].

Toutefois, elle parait avoir augmenté en Amérique du Nord et en Europe au cours des
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derniéres décennies [124]. Au Canada, I'incidence de cryptorchidie est passée de 14 cas
sur 1000 en 1974 a 24 cas sur 1000 en 1994, quoiqu’une légére baisse ait été observée
aprés 1990 selon I'analyse de Paulozzi [125]. Cette tendance générale a la hausse se
retrouve également aux Etats-Unis. La méme méta-analyse a constaté une augmentation
continue pour la méme période de 20 ans, quoigqu’il y ait des disparités dans les données
concernant I'état d’Atlanta. Des études longitudinales menées au Danemark [117] et en
Grande-Bretagne [126] ont aussi noté une prévalence accrue. D’autres études en Grande-
Bretagne sont venues appuyer cette observation. L'une d’entre elles indique un
doublement de la prévalence entre 1952 et 1977, passant de 1.4% a 2.9% selon les
registres médicaux [127], tandis que les résultats de I'étude prospective du John Radcliffe
Hospital Cryptorchidism Group [128], dont la méthodologie et le bassin populationnel
étaient fort semblables a ceux de I'étude de Scorer (1964) [129], constatent un taux de
5.01% entre 1984 et 1988 comparativement au taux de 4.2% rapporté en 1964 (Scorer).
La prévalence a I'adge de 3 mois a aussi augmenté, passant de 0.97% (Scorer, 1964) a
1.78% (John Radcliffe Hospital Cryptorchidism Group, 1992) [128, 129].

Toutefois, le recensement de la cryptorchidie est problématique, en raison de critéres
d’inclusion variables et du type d’étude — pouvant mener a une sous-estimation — ainsi que
l'existence de cryptorchidie comme symptédme d’un trouble plus complexe. Parmi les
différents critéres d’inclusion se trouve la définition méme de ce qui constitue un testicule
cryptorchide, quoique plusieurs études se fient au baréme de Scorer [128-130]. Selon ce
baréme, I'emplacement du testicule est étiqueté comme normal, haut placé dans le
scrotum, supra-scrotal, inguinal, ou non palpable [129]; lincidence rapportée de
cryptorchidie change donc en fonction du seuil ou l'on fixe la définition clinique de
cryptorchidie [130]. Par ailleurs, la comparaison de données issues de différents types
d’études (données de registre, taux d’orchidopexie, études de cohorte, études
rétrospectives) ainsi que leur interprétation deviennent plus difficiles. Par exemple, les
études de cohorte qui incluent comme cas cryptorchides les testicules placés haut dans le
scrotum ne recoupent pas les données des registres de malformations, étant donné que
ces cas ne sont pas référés pour intervention chirurgicale [130]. Ces cas ‘légers’ de
cryptorchidie sont les plus fréquents et connaissent souvent la descente spontanée aprés
la naissance. Comme les études rétrospectives, a base de registre ou de statistiques
d’orchidopexie, n’en tiennent pas compte, ces études rapportent une incidence plus basse
de cryptorchidie [130].

21



1.4.1.2 Incidence accrue de troubles associés (hypospadias et cancer testiculaire)

Bien que le signalement de l'incidence de cryptorchidie ne soit pas évident, les données
touchant les taux d’autres troubles urogénitaux renforcent la tendance a la hausse
observée pour la cryptorchidie. Ces perturbations — I'hypospadias® et le cancer testiculaire
— sont associés a la cryptorchidie. Les gargons cryptorchides ont un risque environ 3 fois
plus élevé de présenter un hypospadias [131]. De plus, ils ont aussi un risque plus éleve
de développer un cancer testiculaire que celui de la population de référence (c’est-a-dire
aux gargons avec des testicules descendus normalement) [132-134]. Entre 5 et 10% des
patients atteints de cancer testiculaire ont une histoire médicale de cryptorchidie [135].

Ces trois troubles partagent d’ailleurs plusieurs facteurs de risque [131, 136, 137].

Or, comme pour les cryptorchides, la tendance d’'une prévalence accrue a aussi été notée
pour les hypospadias [125, 138] et les cancers testiculaires [139-145]. De surcroit, la
qualité décroissante du sperme [146-151] vient appuyer ces prévalences paralléles
croissantes de troubles développementaux. Skakkebaek et al. posent I'hypothése d’un
syndrome de dysgénésie testiculaire (TDS) qui résumerait cette synchronicité en

supposant une origine commune a ces troubles urogénitaux [152].

1.4.2 Facteurs de risque

1.4.2.1 Facteurs non-environnementaux

Plusieurs facteurs de risque pour la cryptorchidie ont été répertoriés.

A) Le faible poids a la naissance est le facteur de risque le plus important, et ce méme
lorsque I'age gestationnel est pris en compte [117-119, 128, 131, 153-158].

B) La prématurité comme facteur de risque est aussi fréquemment rapportée [117-119,

155, 159], soit une condition qui va de pair avec le faible poids a la naissance [114].

6 . . . P . . \ . P

L’hypospadias est une anomalie congénitale du méat urinaire. L'ouverture de 'urétre est alors située
quelque part sur la face interne du tronc du pénis plutét que dans son emplacement normal, a I'extrémité
du gland.
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C) La présence d’antécédents familiaux de cryptorchidie, particulierement chez un frere
ainé, augmente le risque de non-descente des testicules [131, 160-162]. Cela suggére un
degré d’héritabilité, peut-étre méme plus d’hérédité maternelle [161] quoique cette
hypothese soit douteuse. Weidner et al. ont aussi constaté un degré d’héritabilité pour les
hypospadias [131], défaut associé a la cryptorchidie et qui partage plusieurs des mémes
facteurs de risque. Les agglomérations familiales mixtes suggérent donc une cause

environnementale commune plutét qu’une origine génétique [131].

1.4.2.2 Facteurs environnementaux et maternels

Au cours des derniéres décennies, I'incidence de la cryptorchidie semble avoir augmentée
[163], suggérant un effet de [Ienvironnement [116]. Les facteurs de risque
environnementaux les plus plausibles et les plus étudiés sont les perturbateurs
endocriniens. Ce sont des composés chimiques exogénes qui miment I'action de certaines
hormones. Eu égard a I'appareil reproducteur male, les substances jugées d’intérét sont
les antiandrogénes et les xénoestrogénes. Le plus connu de ces derniers est certainement
le diéthylstilbestrol (DES). Agoniste non stéroidien trés puissant des estrogenes découvert
en 1938, il a été régulierement prescrit jusqu’au début des années 70 pour prévenir les
avortements spontanés [164, 165] et d’autres complications liées a la grossesse. Son
utilisation a été suspendue suite a la constatation que I'exposition in utero au DES méne a
un taux élevé de cryptorchidie et a d’autres défauts urogénitaux [165-168]. Ce constat a
été confirmé par des études qui ont montré que I'administration prénatale d’estrogénes a
des rongeurs occasionne la rétention abdominale des testicules [48, 69, 169-171]. Les
traitements au DES sont donc un facteur de risque explicite pour la cryptorchidie; une
méta-analyse de Wilcox et al. [172] précise que les anomalies génitales dues au DES
étaient plus fréquentes lorsque le foetus était exposé avant la 11° semaine de gestation
que lorsque I'exposition survenait plus tard dans la grossesse [172]. Cependant, une autre
méta-analyse a conclu que I'exposition a des hormones autres que le DES tét durant la

grossesse n’était pas associée a un risque accru de cryptorchidie [173].

D’autres xénoestrogenes sont aussi beaucoup étudiés: «ll s’agit entre autres de
pesticides (insecticide, herbicides, fongicides), d’agents plastifiants, de surfactants, et de

phyotestrogénes présents essentiellement dans l'alimentation et plus accessoirement
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dans I'atmosphére» [174]. Plusieurs études occupationnelles ont observé un risque accru
de cryptorchidie chez les fils de femmes exposées (de fagon routiniére) aux pesticides lors
de leur grossesse [175-179]. Ce constat est appuyé par I'étude de Garcia-Rodriguez et al.
[180], qui ont observé une corrélation significative entre les régions d’agriculture intensive,
ou on a beaucoup recours aux pesticides, et lincidence de cryptorchidie [180]. La
persistance de certains pesticides dans le lait maternel est aussi un facteur de risque,
selon Damgaard et al. [181]. Ces données sont appuyées par un bien plus grand nombre

de recherches animales (voir sections 1.6.2.4 et 1.7.2).

En fait, ces facteurs de risque environnementaux sont aussi des facteurs de risque
maternels, assertion logique puisque la cryptorchidie est due a une perturbation in utero
du processus de descente. Les facteurs de risque maternels ne se limitent pas aux
facteurs environnementaux. Par exemple, la parité’ est un facteur de risque reconnu,
particulierement la primiparité. Or, les niveaux d’estradiol maternels sont plus élevés lors
de la premiéere grossesse que lors des grossesses subséquentes [131, 153, 154]. Un taux
élevé d’estrogénes dans le placenta est donc un facteur de risque possible, ainsi que
'obésité maternelle [155, 168, 182, 183]. Ces éléments sont reliés, puisque les femmes
obéses ont des taux d’estradiol libre (c’est-a-dire biodisponible) plus élevés que chez les
femmes de poids normal. Ainsi, les femmes obéses ont un niveau anormal de SHBG (sex
hormone-binding globulin), la glycoprotéine qui régule la biodisponibilité des hormones
sexuelles chez I'humain [184]. Or, l'insuline est le plus puissant répresseur de la synthése
de SHBG [185, 186]. Etant donné la résistance a linsuline associée a I'obésité, cette
hormone pancréatique est surexprimée, inhibant d’autant plus I'expression de SHBG.
Toutefois, I'obésité et les niveaux d’estrogéne maternels élevés sont contestés comme
facteurs de risque [187, 188]. Néanmoins, il est clair que les habitudes de vie de la meére
peuvent affecter le risque de cryptorchidie. De fait, la consommation d’alcool, de caféine et
de cigarettes, ainsi que le diabéte gestationnel sont tous des facteurs de risque moindres
[157, 177, 189-193].

7 "y .. .y s o er 2 .

La parité est le nombre de grossesses; la primiparité est la premiére grossesse; une parité faible
correspond aux premieres naissances tandis qu’une parité élevée indique plusieurs grossesses et
particulierement les derniers accouchements.
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1.4.2.3 Facteurs de prédisposition génétique

Comme je l'ai souligné a la section 1.5, les mutations causatives de cryptorchidies ne
peuvent pas en expliquer la prévalence. Néanmoins, il y a un degré d’héritabilité a la
cryptorchidie (voir section 1.5.2.1). Or, plusieurs polymorphismes de différents génes ont
été identifiés et certains pourraient jouer dans la prédisposition aux conséquences
néfastes des facteurs environnementaux [152]. Par exemple, I'homozygosité pour
'haplotype AGATA d’ESR1, géne codant 'ERa, est fortement associée a la cryptorchidie
[194]. Les auteurs avancent que cet haplotype pourrait augmenter la susceptibilité aux

effets estrogéniques des perturbateurs endocriniens environnementaux.

1.4.3 Conséquences

1.4.3.1 Risque accru de cancer testiculaire

Actuellement, le cancer testiculaire est la néoplasie la plus fréquente chez les jeunes
hommes [127, 129, 195], le risque a vie dans la population générale étant de 0.3 a 0.8%
(Sharpe, 2003). Les causes de cette pathologie demeurent nébuleuses, mais, tel que
mentionné a la section 1.5.1.2, la cryptorchidie a la naissance est associée a
'augmentation la plus importante du risque d’en développer un [132-134, 196-200]. La
non-descente des testicules augmente de 4 a 10 fois le risque de développer un cancer
testiculaire [201, 202]; ainsi, les gargons cryptorchides ont un facteur de risque de 2 a 3%
de développer un tel cancer [202]. Lorsque la cryptorchidie est traitée, une réduction du
risque de cancer testiculaire est notée [203, 204]. Dans le cas contraire, si la cryptorchidie
persiste au-dela de I'age de 11 ans, le risque de cancer testiculaire est de 32 fois
supérieur selon Herrinton et al. [134]. La contribution de la cryptorchidie a la
carcinogenése demeure indéterminée et aucun lien génétique entre ces perturbations n’a
été établi [43].

Il est connu que le cancer testiculaire est précédé par I'apparition de cellules prémalignes
CIS (pour carcinoma-in-situ) [135, 169, 205, 206]. Ces cellules proviennent de gonocytes

transformés suite a un déréglement de leur évolution normale qui induirait une
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différenciation en spermatogonies Ad (Aqark) [116]. Les cellules CIS ont une origine feetale
[169, 206-208], mais les mécanismes moléculaires impliqués dans leur transformation,

ainsi que leur association a la cryptorchidie, restent a élucider pleinement.

Comme 5 a 10% des hommes ayant un cancer testiculaire ont un antécédent de
cryptorchidie [135], certains auteurs suggérent I'existence de facteurs communs sous-
jacents (Chilvers et al., 1989), position que Skakkebaek et al. [152] poussent plus loin
encore en avangant la théorie du TDS, qui suppose une cause prénatale unique. Selon
cette théorie, le cancer testiculaire est le point culminant d’une dégénérescence
progressive dont 'origine remonte au chamboulement du développement gonadique foetal
résultant de linteraction de facteurs génétiques et de perturbateurs endocriniens [152,

209]. Selon Foresta et al. [43], il s’agit de la théorie la plus acceptée actuellement.

Une autre hypothése voit dans la cryptorchidie une cause plutét qu'un phénomeéne
concomitant [210]. La température supranormale engendrée par le positionnement
anormal du testicule serait cancérogéne [116, 134]. Cela expliquerait pourquoi
'orchidopexie prompte réduirait les risques de développer un cancer testiculaire [134,
203]. Toutefois, suite a une intervention chirurgicale, le risque demeure supérieur a celui
de la population normale, suggérant que I'origine du cancer testiculaire est plus complexe

que celle proposée par Husmann [210].

1.4.3.2 Infertilite

La cryptorchidie est fortement associée a une fertilité moindre a I'dge adulte. La fertilité
réduite s’expliquerait par une spermatogenése altérée. Divers degrés de qualité séminale,
allant de la normospermie a I'azoospermie, sont possibles [43]. Ainsi, de 5 a 10% des
hommes vivant en couple et consultant pour infertilité ont un antécédent de cryptorchidie
[211, 212]. De plus, une étude a trouvé que linfertilité demeurait chez prés d’'un tiers des
patients cryptorchides a la naissance malgré qu’il y ait eu correction chirurgicale
(orchidopexie) [213, 214].
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Un diagnostic d’azoospermie, c’est-a-dire 'absence compléte de spermatozoides dans le
liquide spermatique, est nécessairement aussi un diagnostic d’infertilité. De nos jours,
20% des cas d’azoospermie sont attribuables a la cryptorchidie [215], ce qui en fait le
facteur étiologique le plus fréquent [216]. Dans la population normale, lincidence
d’azoospermie est de 0.4 a 0.5%. Dans les cas de cryptorchidie bilatérale, 89% des
patients non traités développent une azoospermie, comparativement a 46% des patients
dont la cryptorchidie a été corrigée par orchidopexie [216]. Chez les patients cryptorchides
unilatéraux, l'incidence d’azoospermie est de 13% et ne varie pas suite a une intervention

chirurgicale ou hormonale visant a corriger le positionnement des testicules [214, 216].

Cette atteinte a la spermatogenése s’explique en partie par un échec de la différenciation
des gonocytes en spermatogonies Ad. Effectivement, les testicules de gargons
cryptorchides présentent un nombre réduit de spermatogonies Ad [216]. Leur genése
dépend de la testostérone et des gonadotrophines, qui atteignent leur pic cing mois apres
la naissance. Cette «mini-puberté» [214] est essentielle au bon déroulement de la
maturation normale des cellules germinales [9, 214, 216-218]. Ainsi, chez les patients
cryptorchides en raison d'un AIS ou d’hypogonadisme hypogonadotrophique, une
intervention chirurgicale n’est pas susceptible d’améliorer le pronostic [43, 216, 219].
Toutefois, Ferlin et al. constatent que des mutations hétérozygotes dans les génes INSL3
ou RXFP2 ne semblent pas avoir de conséquences néfastes sur la spermatogenése ou
sur la production endocrine normale, bien que les hommes chez qui elles ont été
détectées soient cryptorchides [220]. Ces patients ont tous eu une orchidopexie ou connu
la descente spontanée dans leur premiére année de vie. Dans de tels cas, ou 'axe HPG
est fonctionnel, le prompt recours a lintervention chirurgicale pourrait permettre une

spermatogenése normale, comme cela a été démontré chez la souris Crsp [43, 64].

1.4.4 Modéles animaux

Le tableau ci-dessous résume les modéles discutés a la section 1.3 et présente les deux
grandes catégories de cryptorchidies — avec et sans axe HPG fonctionnel — indiquées par
la colonne du positionnement des testicules, soit intra-abdominale et inguino-scrotale

respectivement.
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Tableau 1. Modéles animaux cryptorchides

Cause de Positionnement

cryptorchidie des testicules Référence

Modeéle Animal

Zimmermann et al.,
Insl3” Souris | Déficience en INSL3 Intra-abdominale 1999
Nef et Parada, 1999

Crsp . Absence de

(Rxfp2") Souris récepteur pour INSL3 Overbeek et al., 2001
Hpg Souris | Déficience en GnRH Charlton et al., 1983

Gnrhr” Souris | , Absencede . Pask et al., 2005

récepteur pour GnRH | Inguino-scrotale
LURKO Souris , Absence de Zhang et al., 2001
récepteur pour LH

Tfm Souris Absence d’AR Hutson, 1986

D’autres modeéles existent, mais ils sont moins pertinents dans le cadre de ce mémoire.
Par exemple, le modéle murin de surexpression de l'aromatase donne une souris
hypoandrogénique avec rétention intra-abdominale des testicules [221]. Cependant, la
surexpression de l'aromatase chez I'humain n’occasionne pas de cryptorchidie, mais
plutét la gynécomastie [222]. Des modéles murins ou le géne Hoxa10 ou Hoxa11 a été
invalidé ont aussi été réalisés. Ces génes ont des roles critiques dans la morphogénése et
servent a spécifier lidentité segmentaire des structures postérieures [223]. Leur
invalidation donne des souris males cryptorchides, étant donné I'échec de la phase trans-
abdominale. Adultes, ils sont stériles, mais ont un profil hormonal normal [223-225]. I
demeure cependant que les mutations de Hoxa10 chez les hommes cryptorchides sont
rares [226, 227] et aucune étude n’a exploré les mutations de Hoxa717 en relation avec la
non-descente des testicules. Un troisieme exemple est le rat TS (pour trans-scrotal). Il
s’agit d’'un mutant naturel ou la phase inguino-scrotale est perturbée [228] en raison d’'une
réduction de sites de liaison au peptide relié¢ au géne de la calcitonine (CGRP pour
calcitonin gene-related peptide) dans le gubernaculum. Or, rien n’indique que le CGRP
joue un role semblable dans la cryptorchidie humaine [229]. Les autres modéles — dont les
souris invalidées pour les génes Wt1, NrOb1 (alias Dax1), Dhh ou Arid5b (Desrt) —
présentent une cryptorchidie ‘symptéme’ due a des dérangements plus complexes qui

occasionneront un phénotype comportant d’autres défauts [11, 230].
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1.4.5 Insi3, Rxfp2 et la cryptorchidie

Comme il a été expliqué a la section 1.3, INSL3 et son récepteur RXPF2 sont essentiels a
la descente testiculaire. Toutefois, la cryptorchidie est rarement due a la perturbation de la
premiére phase de descente testiculaire; il s’agit typiquement d’'une interruption de la
seconde phase [117, 231, 232]. Cela pourrait aider a expliquer pourquoi, malgré de
multiples criblages et plusieurs centaines de patients, seulement quelques mutations
d’INSL3 ou de RXFP2 ont été décrites (pour les références, voir la revue de Virtanen et
Toppari [163]). Effectivement, Foresta et al. [43] ont calculé a partir de la littérature une
fréquence cumulative de 1.8% pour les mutations d’/NSL3 (30 cas sur 1650) et de 2.9%
(28 cas sur 979) pour RXFP2, ce qui donne une fréquence combinée de 4.7%. Par
ailleurs, seulement trois mutations d’/INSL3 — V18M, P49S et R102C — ainsi qu'une seule —
T222P — pour RXFP2 semblent affecter la fonction du produit de transcription in vitro [60,
64, 233].

De plus, contrairement aux modéles murins invalidés homozygotes, les mutations
recensées chez '’homme sont toutes hétérozygotes, quoique I'haploinsuffisance ou un
effet dominant négatif pourrait expliquer une cause hétérozygote a I'échec de la descente
testiculaire [43]. Or, les souris hétérozygotes Insi3”* de Nef et Parada montraient une
cryptorchidie partielle a la naissance et ne présentant pas de cavité péritonéale, malgré le
développement entamé du gubernaculum et malgré que les testicules étaient pleinement
descendus a I'age adulte [63]. Foresta et al. en déduisirent que la cryptorchidie peut se
résoudre aprés la naissance comme chez I'’humain [43]. Par contre, Zimmermann et al.
n‘ont pas rapporté de différence phénotypique a la naissance entre les souris méales

sauvages et hétérozygotes [47].

Enfin, les patients chez qui ces mutations d’/INSL3 ou de RXFP2 ont été retrouvées
avaient des phénotypes trés variables quant a la sévérité de leur cryptorchidie, aux
dommages aux testicules a I'dge adulte ainsi qu’a leur fertilité. Cela suggére que d’autres
éléments — génétiques, endocriniens et/ou environnementaux — affecteraient la gravité du

phénotype cryptorchide [43].
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1.5 RXFP2, INSL3 et relaxine — spécificité de la

réponse

Tel que mentionné a la section 1.2, INSL3 est un membre de la famille des relaxine-
insuline [16]. Sa structure primaire d’acides aminés a une grande homologie avec celles
des autres membres de cette famille [234]. Du fait, il existe trois formes de relaxine (H1,
H2 et H3) chez I'étre humain, chacune codée par un géne distinct [102]. D’autres
mammiféres, dont le rat et la souris, semblent n’avoir que deux formes de relaxine,
correspondant aux formes 1 et 3 humaines [102]. Or, INSL3 et H3 partagent entre eux,
ainsi qu’avec H1 et H2, 40% d’homologie de séquence d’acides aminés [235, 236]. Malgré
le fait que la relaxine et ses orthologues sont mal conservés [235], on est donc en lieu de
se demander si la relaxine peut interagir avec et activer RXFP2, le récepteur d'INSL3.
Effectivement, les relaxines humaines H1 et H2 reconnaissent RXFP2 avec une affinité a
peine plus faible que celle pour le récepteur spécifique a la relaxine, RXFP1 (aussi appelé
LGR7) [102]. (Du fait, RXFP1 et RXFP2 partagent 50% a 60% d’homologie de séquence
d'acides aminés [75, 237]. Ceci dit, il semblerait que la relaxine n’active RXFP2 que
lorsqu’elle est a des concentrations élevées [238]. La relaxine H3, quant a elle, n’interagit
pas avec RXFP2 [102].

Il'y a donc chez 'homme possibilité de réactions croisées lorsqu’une relaxine H1 ou H2
est fortement co-exprimée avec INSL3. Selon lvell et al., il est donc peu probable que les
niveaux de relaxine en circulation induisent des réactions croisées avec RXFP2 [238].
Cependant, des réactions autocrines ou paracrines demeurent une possibilité, puisque les
concentrations d’hormones a proximité de leur site de synthése peuvent étre trés élevées.
A Tinverse, la possibilité de réactions croisées n’existe pas chez les rongeurs, étant donné
que la relaxine 1, l'orthologue de la relaxine H1, n’interagit que faiblement avec RXFP2
[102]. Ainsi, dans une lignée cellulaire murine, la relaxine n’est pas un facteur confondant

(tant qu’on n’y a pas fait exprimer la relaxine H1, évidemment).

Enfin, constat intriguant, dans le cadre d’essais de transfection, le mutant T222P de Rxfp2
est incapable de traduire la production d’AMPc induite par la relaxine dans les essais avec

le géne de type sauvage non muté (wild type)[220].
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1.6 Le géne Insl3 — structure et régulation

1.6.1 Structure du géne Insi3

Le géne Insi3 est court, d’une longueur d’environ 1 kb, comprenant deux exons et un petit
intron d’environ 600 pb. Il est contenu dans le dernier intron du géne de la Janus Kinase 3
(JAK3) [239, 240] (voir figure 1.4). Cet emplacement signifie que sa région promotrice est
restreinte [234, 241].

Exons Insl3

22 23A 238
1 2
L ' o ~ “1
‘_Y_’ Région '
Intron de pror’notrice Intron
Jak3 L d'Insl3 d'Insi3 |
|
Intron 23
de Jak3

Figure 1.4 Schéma illustrant ’emplacement du géne Insi3 dans I'intron 23 du géne
JAK3. Cet arrangement est maintenu chez plusieurs espéces [234, 239]. Ainsi, chez
’homme, ces génes sont situés dans le chromosome 19p13 [236]; chez la souris, ils sont
sur le chromosome 8 [242] et chez le rat, ils sont situés au chromosome 16p14 [234]. En
bleu, la région promotrice et la séquence codante d’'/ns/3; I'intron d’environ 600 pb est
indiqué par le pointillé en bleu foncé. En gris, les introns et exons (pointillés) de JAKS.

1.6.2 Régulateurs connus du géne Ins/3

1.6.2.1 Le facteur de transcription NR5A1

NR5A1 (nuclear receptor subfamily 5, group A, member 1), mieux connu sous les
appellations de SF-1 (steroidogenic factor 1) et d’Ad4BP, est un récepteur nucléaire
orphelin essentiel a la fonction reproductrice mammifére. Il régule la transcription de

plusieurs génes critiques a la reproduction et au développement des gonades, dont Dax1
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(Nrobt1), Sox9, Amh et Insl3. Plusieurs génes de I'axe HPG sont aussi des cibles de
NR5A1 : Gnrh1 et Gnrhr, Fshb et Lhb (les génes des sous-unités 3 de la FSH et de la LH,
respectivement), ainsi que Fshr (le géne du récepteur pour la FSH) et LHCGR (le
récepteur de la LH et de la gonadotrophine chorionique). NR5A1 régule aussi I'expression
de plusieurs génes de la stéroidogenése, notamment StAR (steroidogenic acute
regulatory protein), ainsi que Hsd3b2 et aussi le géne de I'aromatase (Cyp719A7). Enfin,
des génes du métabolisme sont aussi des cibles de NR5A1, dont NrOb2 (alias SHP) [243].

NR5A1 est le facteur de transcription impliqué dans I'expression d’/ns/3 le mieux connu. |
se lie au promoteur d’'/nsl3 et en active la transcription par I'intermédiaire de trois sites sur
le promoteur [244, 245]. Cependant, des souris invalidées pour Nr5a1 spécifiquement
dans les cellules foetales de Leydig démontraient une descente testiculaire partielle, les
testicules étant au niveau de la vessie [246]. Cela suggeére que ces souris peuvent tout de
méme produire une certaine mesure d’'INSL3. Il est donc possible que NR5A1 ne soit pas

un régulateur critique de la transcription d’/ns/3 prénatal in vivo [247].

1.6.2.2 Le facteur de transcription NR4A1

NR4A1 (nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1), aussi connu sous le nom de
NURY77, active plusieurs promoteurs dont ceux des génes: de Hsd3b2 [248], du
cytochrome P450 (Cyp17a1) [249, 250], de StAR [249, 251, 252] ainsi que d’InsI3 [253].
Ce facteur de transcription agit en se liant a un site dont la séquence est trés semblable a
celle de NR5A1 [253, 254].

1.6.2.3 L’effet de la testostérone et du récepteur aux androgénes (AR)

La testostérone et AR — aussi appelé NR3C4 — activent la transcription et I'activité
promotrice d’Ins/3 dans les cellules de Leydig [255]. Cependant, le promoteur humain
d’/INSL3 ne comporte pas de séquence ARE (androgen response element), ce qui suggére

que cet effet est indirect. De plus, cet effet peut étre inhibé par des substances ayant des
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propriétés antiandrogéniques, tel le MEHP, le métabolite principal du phtalate DEHP, un
plastifiant [255].

1.6.2.4 L’effet des estrogenes

L’expression d’Ins/3 est affectée de fagon majeure par les estrogénes. Il a été démontré
que le 17B-estradiol (E>) réprime les niveaux d’ARNm d’/ns/3 endogéne dans les cellules
MA-10, une lignée de cellules de Leydig murine [256]. Les expériences de transfection de
la méme étude ont aussi indiqué que I'E, réprime l'activité promotrice des génes Ins/3
humain et murin. La répression semblait impliquer les sites de liaison pour NR5A1 et/ou
NR4A1 [257]. L’exposition in utero au DES bloque I'expression d’Insl3 et cause la
cryptorchidie chez les foetus murins [48, 171]. Cependant, le promoteur d’'Ins/3 ne
comporte pas de séquence ERE (estrogen response element), ou le complexe
estrogéne/ER se lie dans les scénarios de régulation classique, indiquant que l'effet des

estrogénes est probablement indirect [254].

Certains auteurs ont suggéré que l'effet inhibiteur des estrogénes sur I'expression d’'/ns/3
serait d0 a un effet sur la cellule de Leydig [258, 259]. Effectivement, I'E, et le DES ont
des effets néfastes sur la différenciation des FLC ainsi que sur leurs fonctions. Ces effets
sont véhiculés via 'ERa, puisque les souris ERoKO ne sont pas affectées par ces
estrogénes [77, 259, 260]. Toutefois, les souris méles cryptorchides exposées in utero a
des estrogénes ont des cellules de Leydig ou I'expression génique des autres génes de la
stéroidogenéese normale, et dont 'apparence histologique ne présente pas d’abnormalités
[48]. Ces résultats macroscopiques vont donc a I'encontre d’'un mécanisme de répression
de I'expression d’/Ins/3 qui attribue cette inhibition & une perturbation du fonctionnement de

la cellule entiére.
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1.6.3 Régulateurs possibles de I'expression du géne Insi3

1.6.3.1 NROB2

Des données récentes ont mis en cause le récepteur nucléaire orphelin NROB2 (alias SHP
pour small heterodimer partner) dans la transmission des effets délétéres des estrogénes
dans les cellules de Leydig [261]. Ainsi, les souris males NrOb2” adultes sont résistantes
aux effets néfastes du DES [261]. Chez ce modéle murin, les traitements au DES ne
diminuaient pas la production de testostérone et ne réprimaient pas I'expression du géne
Insl3. De plus, I'expression de NrOb2 est activée par les estrogénes dans le testicule murin
néonatal, dans la lignée de cellules de Leydig murines MA-10 [261] ainsi que dans le foie
via 'ERa (NR3A1) [262].

Dans les cellules de Leydig, NROB2 est un répresseur de la stéroidogenése [254], puisque
I'expression accrue de NrOb2 est suivie d’'une baisse de I'expression des génes de la
stéroidogenése dans le testicule et dans les cellules de Leydig MA-10 [261]. Or, NROB2
est un récepteur atypique, sans DBD (DNA binding domain) ni domaine d’activation AF-1
(pour activating function 1). Ceci signifie que ses effets sont communiqués grace a ses
interactions avec d’autres récepteurs nucléaires, dont NR5A1 [254]. Dans les cellules de
Leydig murines, Nrob2 est exprimé a partir du 10° jour postnatal [261, 263], soit durant la
2° phase de la descente testiculaire (voir figure 1.3) et qui correspond a la période de
maturation des cellules de Leydig adultes [254]. NROB2 pourrait donc contrecarrer ces
processus en communiquant une partie des effets néfastes des estrogénes. Du fait, les
souris invalidées pour NrOb2 ont une maturation sexuelle précoce par comparaison avec
les souris WT [263]. Cette maturation rapide est expliquée par des concentrations
sériques et intra-testiculaires supranormales de testostérone, ainsi que par I'expression
accrue de plusieurs genes d’enzymes stéroidogéniques. L'expression du gene de NR5A1
est aussi augmentée chez les souris NrOb2” [263]. Pourtant, il est généralement admis

que I'expression du géne Nrba1 n’est pas affecté par les estrogénes [48, 77, 171, 261].

Ces données indiquent qu’il est probable que le mécanisme indirect par lequel les
estrogénes transmettent leurs effets sur les cellules de Leydig adultes implique NROB2.

Ainsi, les estrogénes augmentent I'expression du gene NrOb2 qui, une fois traduit, inhibe
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I'expression et/ou I'activité d’autres récepteurs nucléaires et facteurs de transcription, tel
que NR5A1 et NR5A2 (aussi connu comme LRH-1 pour liver receptor homolog-1, un autre
activateur de l'expression de geénes stéroidogéniques)[254]. Ce mécanisme répressif
impliquant NROB2 ne serait cependant pas responsable des effets estrogéniques in utero
chez les rongeurs, puisque NROB2 n’est exprimé qu’aprés parturition. Néanmoins, NROB2
pourrait intervenir dans la répression de I'expression d’'/ns/3 par les estrogénes dans les
cellules de Leydig MA-10, puisqu’il s’agit d’'une lignée non-foetale (ALC immatures plutot
que FLC). Ainsi, déterminer si NROb2 traduit en partie la répression estrogénique
permettra de mieux caractériser la régulation de I'expression d’/ns/3, ainsi que d’apporter

une importante information quant a la justesse du modéle.

1.6.3.2 GPER

Le récepteur membranaire GPER (G-protein-coupled estrogen receptor), aussi nhommeé
GPR30 (G-protein-coupled receptor 30), est le dernier des récepteurs d’estrogénes qui ait
été identifié. Jusqu’a la fin des années 1990 [264], son substrat était resté inconnu. Un
ligand potentiel lui a été trouvé en 2000, puisque les effets estrogéniques passaient par
GPER dans des cellules sans autres récepteurs aux estrogénes [265]. Ainsi, il a été
proposé que GPER agisse comme récepteur d’estrogénes membranaire (voir section
1.7.3). Plusieurs études ont démontré le réle de GPER dans la transduction des effets des
estrogénes dans une variété de types cellulaires (voir les revues de Langer et al., 2010;
Carreau et al., 2011) [264, 266] . Il est aussi impliqué dans la régulation a la hausse de
'expression de plusieurs génes sensibles aux estrogénes mais qui ne sont pas sous la
régulation «classique» via un ERE (voir section 1.7.1) [267-270]. Ceci dit, I'implication de
GPER dans la transduction de signalisation estrogénique dans le testicule a été mise en
doute par les travaux d’Otto et al., qui n‘ont pas détecté d’expression de GPER dans le
testicule murin par essai de protection a la RNase [271]. Pourtant Rago et al. ont identifié
la protéine dans des cellules de Leydig normales et néoplasiques prélevées chez des
hommes adultes [272]. Le statut de GPER demeure donc controversé, les résultats des

modéles murins étant équivoques [264].

Ce récepteur est tout de méme de grand intérét, particuliérement en raison des composés

autres que l'estradiol qui l'activent. D’'une part, GPER est activé par le tamoxiféne et le
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fulvestrant (ICI 182,780) [273, 274], des drogues principalement antagonistes a ERa et a
ERB et qui sont employées notamment pour traiter le cancer du sein. De plus, les produits
ayant une activité estrogénique faible (comme le BPA) sont plus affins avec GPER
qu'avec ERa [275], le type d’ER prédominant dans les cellules de Leydig [266]. Ainsi, le
DES n’a pas d’affinité importante avec GPER, tandis que le fulvestrant et le tamoxifene,
qui sont des substrats moins puissants que I'E,, ont une forte affinité avec GPER [274].
Enfin, des produits estrogéniques ayant une affinité avec ERpP — tel que la génistéine,
phytoestrogéne abondant dans les produits de soya — peuvent aussi présenter une forte
affinité avec GPER [275], ce qui élargirait I'éventail de produits pouvant agir sur les

cellules de Leydig.

GPER souléve donc la possibilité que la communication des effets estrogéniques pourrait
s’effectuer via des voies paralléles. Ainsi, GPER peut étre stimulé et agir de fagon
coordonnée avec les ER classiques [276], ou agir de maniére indépendante comme voie

de signalisation alternative [275].

1.7 Signalisation estrogénique

La signalisation estrogénique est un phénoméne trés complexe, puisque trois récepteurs
ont les composés estrogéniques comme ligands®: les deux récepteurs aux estrogénes
«classiques» (ER), soit ERa et ERp, ainsi que GPER. Les deux premiers sont des
récepteurs nucléaires et sont beaucoup étudiés. GPER, sujet de la section 1.6.3.2, est un
récepteur membranaire récemment identifié et a qui on attribue surtout la transmission
rapide de signaux intracellulaires (rapid cell signaling) [267, 273]. Tel que mentionné a la
section précédente, ces récepteurs peuvent agir de maniére indépendante ou

coordonnée.

® Je n’ai pas inclus les récepteurs orphelins EER (estrogen-related receptor) parce qu’ils n’ont pas de ligand
naturel connu, malgré qu’ils reconnaissent les séquences ERE.

277. Coward, P., D. Lee, M.V. Hull and J.M. Lehmann, 4-Hydroxytamoxifen binds to and deactivates the
estrogen-related receptor gamma. Proc Natl Acad Sci U S A, 2001. 98(15): p. 8880-4.

278. Tarrant, A.M., S.R. Greytak, G.V. Callard and M.E. Hahn, Estrogen receptor-related receptors in the
killifish Fundulus heteroclitus: diversity, expression, and estrogen responsiveness. J Mol Endocrinol, 2006.
37(1): p. 105-20.
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1.7.1 Signalisation génomique classique

Le mode d’action classique implique la formation d’'un complexe ligand/récepteur qui migre
du cytoplasme au noyau cellulaire pour se lier a une séquence génétique spécifique et

ainsi moduler la transcription du gene cible.

Initialement, le récepteur aux estrogénes (ERa ou ERP) est a I'état inactif [85], complexé
avec plusieurs protéines de choc thermique (heat shock proteins, HSP), surtout HSP70 et
HSP90 [279]. Lorsqu'un ligand est reconnu par I'ER, ces protéines se dissocient [85],
libérant 'ER qui prend une conformation différente selon le ligand fixé au LBD (ligand
binding domain) [280]. LER, maintenant a I'état actif, se dimérise. L’homodimérisation et
I’hétérodimérisation sont possibles [280]. Le dimére migre au noyau et son domaine de
liaison a 'ADN (DNA-binding domain, DBD) s’associe avec la séquence ERE d’un
promoteur. Les fonctions d’activation AF-1 et AF-2 d’ER servent alors au recrutement de
cofacteurs trancriptionnels (coactivateurs ou corépresseurs) [280, 281]. Comme le
récepteur prend une conformation différente selon le ligand fixé au LBD, les surfaces
d’interaction disponibles pour interagir avec des cofacteurs different, ce qui influence le
recrutement des cofacteurs [280]. Les récepteurs aux estrogénes interagissent aussi avec
d’autres facteurs de transcription, dont des facteurs de transcription généraux [280, 281].
Cette machinerie, ancrée par le dimére d’ER, sert a activer ou inhiber la transcription du

gene cible.

1.7.2 Signalisation génomique non-classique

La signalisation génomique non-classique regroupe les voies de signalisation qui
requiérent 'ER, mais pas un des deux autres éléments essentiels au mode d’action
classique, soit un ligand ou une séquence ERE. Comme environ un tiers des génes
régulés par 'ER chez 'humain ne renferment par d’ERE [282], il s’agit de voies de

signalisation non négligeables.
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1.7.2.1 Signalisation indépendante d’'ERE

Ce mode d’action implique une interaction protéine-protéine entre ERa ou ERB et un
facteur de transcription qui lui est directement lié a une séquence d’ADN dans le
promoteur du géne cible. Les sites de liaison AP-1 sont des cibles fréquentes de ce
mécanisme de signalisation, impliquant les protéines FOS et JUN [281, 283]. D’autres
partenaires fréquemment recensés sont le facteur de transcription SP1 (specificity protein
1) et NF-kB [281, 283, 284].

La transcription des génes cibles de ce type de signalisation peut étre activée ou
réprimée, dépendamment du type d’'ER (a ou B), du type de cellule et du ligand impliqués
[280, 283]. Le mécanisme de signalisation génomique par ER via les sites AP-1 est
d’intérét particulier, puisque les antagonistes aux ERs, notamment le fulvestrant (ICI

182,780), peuvent stimuler la transcription des génes cibles d’AP-1 [280, 281].

1.7.2.2 Signalisation indépendante du ligand

Etant donné que ce type de signalisation ne traduit pas I'effet d’'un estrogéne ligand, elle
n’est donc pas, a proprement parler, estrogénique. Néanmoins, elle partage plusieurs des
acteurs moléculaires de la signalisation estrogénique non génomique (section 1.7.3).
Ainsi, en absence d’un ligand, les récepteurs aux estrogénes peuvent étre activés par
phosphorylation. Les résidus phosphorylés changent selon le messager initial ayant activé
la cascade des kinases et phosphatases; la dopamine, TAMPc et 'EGF (epidermal growth

factor) ont tous été rapportés comme activant un ER par phosphorylation [285].

Le mécanisme le mieux caractérisé est celui d’'EGF, qui active la voie de signalisation
ERK/MAPK. Un des acteurs de cette voie, la MAP kinase, phosphoryle la sérine 118 de la
fonction d’activation AF-1 du récepteur aux estrogénes. Ceci méne au recrutement de
NCOA1 (nuclear receptor coactivator 1, aussi connu comme SRC1, steroid receptor

coactivator 1), une protéine coactivatrice transcriptionnelle [285, 286].
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1.7.3 Signalisation non-génomique

Certains effets des estrogénes sont trop rapides — en dega de 5 minutes — pour dépendre
des voies génomiques [265]. Ainsi, les estrogénes peuvent induire divers événements
impliquant plusieurs messagers secondaires, tels que la production d’AMPc par
I'adénylcyclase et le relachement du Ca®* intracellulaire, ainsi que I'activation des MAP
kinases MAPK1 et MAPK3 [265]. Ce type de signalisation rapide, non-génomique pourrait
donc rejoindre la signalisation génomique indépendante de ligand en activant un ER par
phosphorylation (section 1.7.2.2). Autrement dit, des effets non-génomiques des

estrogénes peuvent indirectement mettre en branle des actions génomiques [283].

La signalisation non-génomique rapide est typiquement associée aux récepteurs
membranaires, tel GPER, en raison de la vitesse de transduction du signal [265].
Néanmoins, dans certaines cellules, dont les cellules endothéliales, les récepteurs
nucléaires classiques, ERa et ER[, sont aussi responsables de ces effets estrogéniques
rapides [264, 274]. La signalisation estrogénique non-génomique peut donc étre transduite
par un ER classique seul [264, 267, 287], par GPER seul [265, 288] ou par une
combinaison de récepteurs [269, 276, 289]. De plus, certaines études ont trouvé que
GPER contrecarre la signalisation estrogénique rapide via ERa [290]. Par rapport a cela,
Watson et al. soulignent que lorsque plus d’'un type de récepteur aux estrogénes (ERa,
ERPB et GPER) est exprimé dans un méme type cellulaire, les deux derniers ont tendance

a contrecarrer les effets — génomiques ou non-génomiques — d’ERa [291].

Or, il n’est pas clair si les seconds messagers activés par les ER classiques, notamment
ERa, et ceux activés par GPER difféerent. Par exemple, Revanakar et al. ont déterminé
que, dans la lignée de fibroblastes COS7, I'estradiol peut activer la voie des PI3 kinases
(phosphoinositide-3-kinase) via ERa et GPER. Cependant, la transactivation dEGFR est
nécessaire a la transduction du signal estrogénique par GPER, mais pas par ERa, ce qui
signifie que ces récepteurs active des voies de signalisation différentes [267, 273]. Ceci
contredit les travaux de Chimento et al. (2010), qui ont trouvé qu’'ERa et GPER activaient
tous deux la voie ’EGFR/MAP kinases chez des spermatocytes de rat [292, 293]. Lucas
et al. (2010) attribuent les divergences aux contextes cellulaires différents et/ou aux

approches expérimentales [293]. Ceci rejoint le propos d’Albanito et al., comme quoi les
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voies de signalisation rapide activées par les estrogénes varient selon les récepteurs

exprimés dans des contextes cellulaires différents [269].

1.7.3.1 Signalisation estrogénique rapide via GPER

La mécanistique de la transduction de signaux estrogéniques via GPER a surtout été
élucidée avec des lignées cellulaires MCF-7 et SkBr issues de cancers du sein [294].
Ainsi, I'estradiol s’associe a GPER, ce qui méne a l'activation d’'une protéine G trimérique
avec des sous-unités a, 3 et y. Plus spécifiquement, comme la sous-unité a stimule a son
tour I'adénylcyclase, induisant ainsi la formation d’AMPc, il s’agit d’'une protéine Gg
(protéine G stimulante; voir section 1.3.1.1) [295]. Les sous-unités 3 et v, elles, sont celles
qui déclenchent la voie dEGFR/MAP kinases. Elles activent la tyrosine kinase c-Src, qui
active alors la métalloprotéase matricielle (MMP). Cette protéase libére de la membrane
plasmique le substrat dEGFR, c’est-a-dire 'EGF liée a I'héparine (HB-EGF). Le substrat
est alors libre d’interagir avec EGFR et de le transactiver. Ceci active la phospholipase C
(PLC) et déclenche aussi les cascades des MAP kinases et des PI3 kinases [265, 294-

298]. C’est via la PLC qu'il y a mobilisation du Ca?* intracellulaire [296].

1.8 L’hypothése estrogénique et les estrogénes
environnementaux

Beaucoup d’intérét a été porté a '’hypothése émise par Sharpe et Skakkebaek, suggérant
que l'incidence accrue des désordres développementaux du systéme reproducteur méale
serait due a une exposition plus forte du foetus et/ou du nouveau-né aux estrogénes,
notamment aux estrogénes environnementaux [299]. Depuis, plusieurs arguments pour et

contre cette position ont été émis et seront étudiés dans la prochaine section.
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1.8.1 Les données chez I’humain

Les données probantes générées chez '’humain sont nombreuses, mais circonstancielles.
D'une part, une étude a constaté que le niveau d’estradiol placentaire d’enfants
cryptorchides était significativement plus élevé que chez les gargons normaux [300]. Ceci
concorde avec le facteur de risque qu’est I'exposition accrue aux estrogénes, qu’ils soient
exogénes tels le DES ou les pesticides, ou endogénes comme chez les méres obéses
(voir la section 1.5.2.2). Le court laps de temps [132] pendant lequel on observe une
synchronicité dans lI'augmentation des désordres développementaux interreliés (voir la
section 1.5.1.2) appelle aussi un facteur étiologique environnemental commun plutét que
génétique [152, 258]. D’ailleurs, I'étiologie de la cryptorchidie est encore largement
idiopathique, malgré certaines mutations connues — du AR, du LHCGR, et d'autres —
affectant la phase inguino-scrotale de la descente. Sans étre preuve d’absence de
facteurs génétiques (voir la section 1.5.2.3 sur la prédisposition génétique), 'absence de

cause génétique claire appuie par défaut 'argument environnemental.

1.8.2 Les estrogénes environnementaux et les recherches

animales

Les recherches animales appuient un effet estrogénique environnemental dans I'étiologie
de la cryptorchidie. Les effets délétéres importants des polluants estrogéniques sur les
phénotypes d’animaux sauvages sont bien publicisés (voir les revues de Vos et al., ainsi
que d’Edwards et al. [301, 302]). De plus, I'exposition in utero aux estrogénes exogénes a
été le principal modele expérimental de la cryptorchidie avant 'avenement des souris
invalidées [69, 303-306] et il demeure tres utilisé. Ce modéle, rappelons-le, présente une
répression de la transcription du gene d’Ins/3 [48, 171, 256]. Or, un blocage partiel de
I'expression d’'Insi3 suffit a retarder le développement du gubernaculum [48]. Chez le rat,
le phtalate mono-N-butyl inhibe I'expression génique d’Insi3 et la descente testiculaire
chez le foetus [307, 308]. D’'autres études ont aussi observé que des rats exposés in utero

a certains phtalates présentaient des perturbations rappelant les symptdomes du TDS [309-
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311]. Ces effets, toutefois, étaient dus a une production de testostérone compromise
[312].

Par ailleurs, certains phtalates peuvent aussi réprimer I'activité de I'aromatase [313],
modifiant possiblement la production et l'action locale des estrogénes. Les estrogénes
pourraient aussi agir en altérant l'activité androgénique dans le testicule. Ainsi, des
concentrations élevées de DES répriment fortement I'expression du géne Ar chez les
rongeurs [314, 315]. Cet effet n’est pas généré par des traitements avec I'antiandrogéne
flutamide, ni avec un antagoniste de la GnRH. Cependant, la co-administration de
testostérone contrecarre les effets du DES [315]. Cette capacité de la testostérone de
bloquer les effets néfastes des estrogénes a été constatée dans plus d’une étude [316,
317].

1.8.3 L’équilibre hormonal

Ces résultats soulignent l'importance de [I'équilibre hormonal. Ainsi, plutét qu’une
exposition a un niveau absolu d’androgénes ou d’estrogénes, la juxtaposition de
circonstances — une dose élevée d’estrogénes et une activité androgénique faible — serait
nécessaire pour induire les conséquences indésirables chez les testicules et I'appareil
génital masculin [315, 318]. Des effets environnementaux perturbant le ratio
androgene/estrogéne pourraient donc affecter lincidence de cryptorchidie [318]. En
découle également la possibilité qu’'une dose considérablement plus faible d’estrogénes
puisse induire des effets néfastes si la synthése d’androgénes ou leur activité est

préalablement réduite [258].

Cette vision de la chose permettrait aussi d’intégrer des observations a I'encontre du
modéle de la «dose absolue». Par exemple, il n’y a toujours pas de preuve d’un effet de la
part des estrogénes environnementaux sur le développement du systéme reproducteur.
Effectivement, les estrogénes environnementaux sont peu puissants et les humains n’y
sont exposés typiquement qu’en petite quantité [77, 259]. Ceci dit, les conséquences
d’'une exposition chronique [48, 77, 259] ou d’'un contact a plus d’un xénoestrogéne et des

interactions synergiques possibles — scénario plus probable qu’une exposition a un seul
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composé — sont inconnues [319]. Cette hypothése d'une mixture de composés est
d’autant plus probable que les perturbateurs endocriniens sont lipophiles, donc sujets a

bioconcentration [174].

1.8.4 La «fenétre chronologique» de sensibilité accrue

Il y a aussi récemment eu mise en lumiére d’une «fenétre chronologique» de sensibilité
par Delbés et al. [174, 320]. Ainsi, la sensibilité aux estrogénes des gonocytes et des
cellules de Leydig varie en cours de développement, le testicule foetal et néonatal étant
trés sensible aux estrogénes. Les auteurs suggérent que cette variation de susceptibilité
serait en lien avec la capacité du testicule a synthétiser ses propres estrogénes. Le
concept d’'une fenétre de sensibilité accrue correspond aux résultats de la méta-analyse
de Wilcox et al. [172]; la fenétre de sensibilité au DES chez I'humain s’étendrait ainsi de la

conception jusqu’a la 11° semaine de gestation (voir la section 1.5.2.2).

En somme, compte tenu de l'importance de I'équilibre hormonal et du fait que les
testicules concentrent 'estradiol, un léger surplus d’estrogénes a un moment critique — tel
gu’au cours du premier trimestre — pourrait avoir un fort impact sur la descente testiculaire
[48].

1.9 Hypothése et objectifs

La répression de l'expression du géne Insl3 in vivo et in vitro par des composés
estrogéniques et les implications de ceci quant au mécanisme de la cryptorchidie ont attiré
beaucoup d’attention. In vivo, I'implication d’ERa dans la cryptorchidie est claire,
cependant, aucune étude n’a détaillé de mécanisme d’action. Comme le promoteur d’'/ns/3
ne comporte pas d’ERE, il est peu probable qu’il s’agisse d’'un mode d’action classique, ou
le complexe de 'ERa et de son ligand s’affixe directement au promoteur. Il doit plutét

s’agir d’'une interaction protéine/protéine, un mode d’action indirect.
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Mon hypothése de travail était que la répression d’expression d’'/ns/3 par I'estradiol était
causée par une action indirecte du complexe E,/ERa. En bloquant ERaq, cette répression

devrait étre levée et permettre une reprise de I'expression du géne Insi3.

Pour tester mon hypothése, mes objectifs principaux étaient de confirmer la répression
d’'InsI3 par l'estradiol, puis de tenter de lever cette inhibition en ayant recours a un
antagoniste a ERa. Ce faisant, I'objectif serait ensuite de cerner la ou les régions du
promoteur Insi3 critiques a l'effet de I'antagoniste. En paralléle, je tenterais de confirmer
NROB2 comme un partenaire potentiel du complexe E,/ERa en évaluant son impact sur la

régulation de I'expression d’'/ns/3.
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2 — Matériel et méthodes

2.1 Culture cellulaire

Les expériences ont été effectuées avec la lignée de cellules de Leydig MA-10, fournie par
le docteur Mario Ascoli de l'université d’lowa. Il s’agit d’'une lignée murine de cellules de
Leydig tumorales immortalisées provenant d’'une population de cellules de Leydig adultes
immatures [321]. Les cellules MA-10 sont un bon modéle expérimental, car elles sont bien
caractérisées et conservent plusieurs caractéristiques propres aux cellules de Leydig.
Notamment, I'expression endogéne d’/ns/3, du LHCGR et la synthése de progestérone
sont conservées [253, 321, 322]. De plus, les cellules de cette lignée demeurent
sensibles, pour une certaine période, a une stimulation par la LH ou la hCG, y répondant
par une production de progestérone accrue [321, 322]. Ceci dit, les cellules MA-10 perdent
I'expression du LHCGR aprés un certain temps en culture, et alors ne répondent plus a
une telle stimulation. Afin d’éviter une telle source de biais, seulement des cellules
provenant de passages 18 a 25 ont été utilisés. Toutefois, contrairement aux cellules de
Leydig, les cellules MA-10 ne produisent pas de testostérone en raison d’'une mutation du
géne du cytochrome P450 17A1 (Cyp17a1) [323].

Le milieu habituel de culture est du milieu Waymouth supplémenté avec 12% de sérum de
cheval (HS, pour horse serum), avec de 'HEPES comme agent tamponnant et des
antibiotiques (60 mg/ml de pénicilline et 100 mg/ml de streptomycine) pour prévenir la
contamination bactérienne. Les cellules sont cultivées dans des flaques rectangulaires en
plastique avec bouchon filtré permettant 'échange gazeux avec I'incubateur. L'incubateur
est gardé a 37°C et le niveau de CO, maintenu a 5%. Le milieu est changé 2 fois par

semaine et les cellules sont passées avec un ratio de 1 : 5 une fois au cing jours.

Cependant, comme I'HEPES et les antibiotiques interférent avec les agents de
transfection, ces substances ne sont pas introduites au milieu employé lors de ces
techniques. De plus, le sérum utilisé dans le cadre d’'un traitement pharmacologique

stéroidien doit évidemment étre exempt d’hormones qui pourraient venir moduler
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I'expression génique induite par le traitement administré. Ce sérum est donc traité au

charbon actif (charcoal-stripped) pour les en retirer.

2.21C1 182,780

L’ICI 182,780 est un antagoniste non-stéroidien des récepteurs aux estrogénes. (Il est
aussi appelé fulvestrant et commercialisé sous le nom de Faslodex.) C’est un anti-
estrogéne parfait, c’est-a-dire sans activité agoniste, contrairement au tamoxifen®. L’ICI
182,780 est d’abord connu pour sa capacité a induire la dégradation par ubiquitinylation
d’ERa, ce qui améne une diminution de sa concentration cellulaire [324, 325]. Les unités
d’ERa qui ne sont pas dégradées sont tout de méme affectées — I'lCl 182,780 réduit la
dimérisation des récepteurs et en bloque les sites de transactivation AF-1 et AF-2. In vitro,
des doses de 10-1000 nM sont utilisées pour inhiber la signalisation d’ERa. La
dégradation alors observée est presque totale [324]. S'il agit surtout sur ERa, cet anti-
estrogéne est néanmoins un inhibiteur trés efficace de [lactivité transcriptionnelle
transduite par ER [325].

2.3 Traitements pharmacologiques

Les traitements pharmacologiques servent a moduler la régulation génique des cellules
MA-10, dont 'ensemencement se fait 24 heures avant I'administration de traitements.
L’ensemencement se fait avec du milieu dont le sérum a été passé au charbon actif. Ceci
permet d’épuiser les réserves hormonales intra-cellulaires et d’atténuer les variations inter-

expériences.

Les agents pharmacologiques utilisés sont I'E, et I'ICl 182,780. Ces substances sont
administrées aux cellules en les diluant dans du milieu de culture (avec sérum traité au

charbon actif). Ainsi, chaque substance a d’abord été resuspendue dans du DMSO pour

? Le tamoxifen est probablement le mieux connu et le plus utilisé des antagonistes d’ER servant a traiter les
cancers du sein estrogéno-positifs (ER positive). Toutefois, ses effets sont tissu-spécifiques; en périphérie de
son tissu cible (le sein), cette drogue a une activité agoniste partielle. Ainsi, alors que le tamoxifen réduit les
tumeurs dans sein — un effet antagoniste — au contraire il stimule 'endometre — une activité estrogénique,
ou agoniste.
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obtenir une solution stock @ 100 mM. A partir d’aliquotes de ces solutions stocks, I'E, et
'ICI sont dilués successivement jusqu’aux concentrations souhaitées. Ces dilutions sont
toutes faites dans des tubes de verre borosilicate, puisque les stéroides adherent au

plastique, ce qui fausse alors la concentration.

Une premiére dilution 1:10000 — ce qui donne une concentration finale de 10 uM — est
faite en diluant 1 pldu stock & 100 mM dans 10 ml de milieu de culture minimal. (Le milieu
supplémenté avec du sérum traité au charbon sert a réaliser uniquement la deuxiéme
dilution, puisque seulement elle est administrée directement aux cellules.) Une deuxiéme
dilution est ensuite faite pour atteindre la concentration souhaitée. Pour obtenir une
concentration de 10 nM, par exemple, il s’agit de réaliser une dilution 1:1000 a partir de la
dilution précédente (1:10000), soit 10 yl dans 10 ml de milieu. Le tableau 2.1 résume les
ratios de dilution et concentrations des volumes finaux employés dans les expériences.
Lors de co-administration d’ICI et d’E,, puisque I'ICl doit étre administré au moins une
heure avant I'E,, les dilutions de chaque agent pharmacologique sont calculées en tenant
compte du volume total final. Ainsi, la dose d’ICI présente dans le milieu pendant I'heure
précédant I'ajout d’E, est Iégérement supérieure a la concentration souhaitée. L’addition
du volume de milieu contenant 'E, améne la concentration d'IClI 182,780 a la
concentration souhaitée exprimée au tableau 2.1. D’'une méme maniére, la concentration
d’E, dans le volume de milieu rajouté aprés une heure est de loin supérieure a 20 nM,

étant donné l'effet diluant du milieu avec ICI déja en place.

Comme I'IClI et I'estradiol ont été resuspendu dans du DMSO, ce produit a été administré
seul en tant que témoin véhicule, toujours a un méme facteur de dilution que la plus forte
dose d’agent pharmacologique employé dans une méme expérience. (Par exemple, une
expérience comportant un échantillon traité avec 100 nM d’ICl aura vu du DMSO dilué

successivement 1:10000 et 1:100 comme I'ICl.)

Aprés avoir administré les agents pharmacologiques (et le témoin véhicule), les cellules
demeurent en culture en leur présence des pendant une journée (24 h). Un survol des
conditions de culture expérimentales, de 'ensemencement a la collecte des résultats est

présenté a la figure 2.1.
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Tableau 2.1. Ratios de dilution pour obtenir les concentrations finales d’estradiol
(E>) et d’anti-estrogéne (ICl 182,780) employées dans les expériences de
transfection et/ou de PCR quantitatif

1°" dilution
(a partir de 2° dilution
solution stock a (a partir de la 1° dilution)
100 mM)
Ratio & Ratio & Ratio & Ratio & Ratio &
[droguelinae [drogu€lsna | [drogu€lina | [drogu€lina | [drogu€lsina
E 1:10000 2:1000
2 100 uM 20 nM
ICI 1:10000 1:1000 2:1000 5:1000 1:100
182,780 100 uM 10 nM 20 nM 50 nM 100 nM
24 h Traitements pharmacologiques 24 h Récolte d’ARN

(changement de milieu):

Mise en culture des cellules MA-10 ———— — ou

(Waymouth avec HS traité 24h DMSO (contrdle véhicule) 24 h Lyse & lecture
au charbon actif; a 37°C, 5% CO,) - B des cellules
+4h . Qo transfectées

de transfection ICl et E,

(ICI mis 1h avant E,)

Dissous dans du Waymouth
avec HS traité au charbon actif

Figure 2.1 Schéma résumant les conditions expérimentales des traitements
pharmacologiques lors des expériences de transfection et/ou de PCR quantitatif

2.4 Evaluation de I’activité promotrice

L’activité promotrice d’Ins/3 a été évaluée par la transfection de plasmides générés pour
étre utilisés avec un systéme rapporteur enzymatique bioluminescent. Les plasmides
employés sont préparés a partir de cultures bactériennes d’E. coli transformées avec le
plasmide désiré. Tous les plasmides employés comportent un géne de résistance a

'ampicilline, permettant de faire une sélection que des bactéries comportant le plasmide.

48



2.4.1 Les plasmides rapporteurs

Les plasmides utilisés lors de transfections sont des constructions agengant une longueur
du promoteur d’/ns/3 murin ou humain a un géne codant pour la luciférase de la luciole
(Photinus pyralis). Cette enzyme, en présence de son substrat, la luciférine, génére de la
lumiére. Ainsi, plus l'activité promotrice du plasmide est élevée, plus il y a de luciférase
synthétisée par la cellule et plus il y aura de lumiére produite lorsque le contenu
cytosolique de la cellule est mélangé a de la luciférine. Ces plasmides sont donc des

constructions rapporteuses.

Les longueurs de promoteur de m/ns/3 intégrés dans les plasmides constituent une série
de délétants progressifs en 5. Plus la longueur du promoteur est courte, moins il y a de
sites de liaisons pour des facteurs de transcription. Les sept constructions comportant des
délétions de promoteur murin ont été réalisées par Xavier Giner. Les longueurs de
promoteur murin d’/ns/3 passent du promoteur pleine longueur d’environ 1 kb (1087 pb) a
un promoteur minimal de 70 pb en passant par les longueurs intermédiaires comme suit :
978 pb, 800 pb, 600 pb, 400 pb et 183 pb. Ces longueurs n'ont pas été choisies
spécifiquement. Plutdt, on visait a retirer successivement des parcelles d’environ 200
paires de bases au promoteur. Une telle longueur est ni trop longue, ni trop courte.
Autrement, il risque d’y avoir trop ou pas assez de d’éléments de régulation retirés, ce qui

pourrait nuire a l'observation de différences d’activité promotrice de deux délétants

« VOiIsins ».
-1087 bp | | | Luciférase |
-978 bp [ | | I Luciférase ]
-800 bp | I ] vLucitérase |
- 600 bp [ | | I Luciférase ]
-400bp | | | Lruciférase |
- 183 bp [ I | I Luciférase ]

-70bp [ JLuciférase ]

Figure 2.2 Schéma linéaire des constructions rapporteuses de délétants du promoteur murin
d’Insi3. La figure 2.2 présente un schéma linéarisé sommaire de ces plasmides. Les longueurs de
promoteur sont indiquées en bleu, avec la position des sites de liaison pour les facteurs de
transcription NR5A1 (SF-1) et NR4A1 (NUR77) indiquée par une bande blanche et noire
respectivement. En vert est représenté le gene codant de la luciférase

49



Dans le cadre des expériences sans traitements pharmacologiques, des constructions
délétantes présentées a la figure 2.1, seul le plasmide rapporteur avec le promoteur murin
pleine longueur a été utilisé. Cependant, deux autres plasmides rapporteurs ont aussi été
utilisés. Ainsi, I'activité du plasmide avec promoteur pleine longueur murin a été comparée
a celle d’'une construction avec le plein promoteur humain d’/NSL3 (1137 pb, environ 1.1
kb) couplé a la luciférase de luciole, fruit du travail de Nicholas Robert. Le deuxieme
rapporteur utilisé est un rapporteur témoin pour l'efficacité de transfection. Il code pour la
luciférase de Renilla reniformis, un polype bioluminescent. Cette luciférase est différente
de celle de la luciole et ne réagit pas avec son substrat (luciférine). De plus, la lumiére
produite par la luciférase de Renilla est d’'une longueur d’onde différente de celle générée
par la luciférase de la luciole. Ainsi, il est possible de réaliser un double essai (dual assay),
obtenant une lecture indépendante pour chaque luciférase. Ceci permet de normaliser
lactivité de la luciférase de luciole grace a celle de Renilla, afin de compenser pour
I'efficacité de transfection. Ceci est possible parce que la luciférase Renilla est sous le
contréle d’un promoteur constitutif, ce qui signifie généralement que I'expression de cette
luciférase ne change pas beaucoup malgré les traitements administrés a la cellule.
Néanmoins, certains traitements peuvent moduler I'activité du promoteur, comme cela
s’est révélé étre le cas avec les traitements pharmacologiques. L’expression de la
luciférase Renilla n’est alors plus constitutive et le double essai devient superflu, d’'ou son

usage restreint aux expériences de transfection sans traitements pharmacologiques.

2.4.2 Les plasmides effecteurs

Des plasmides effecteurs contiennent la séquence codante d’'un géne. Lorsque le type
cellulaire héte exprime peu ou pas un géne désiré, ces constructions sont utilisées afin de
le faire exprimer de fagon artificielle. Des plasmides avec les génes fonctionnels codants
pour NROB2 (SHP), NR5A1 (SF-1) et NR5A2 (LRH-1, liver receptor homolog-1) ont aussi
servi a moduler l'activité du promoteur d’/ns/3. Les séquences codantes de NrOb2 et de
Nr5a1 proviennent de la souris et ces plasmides ont été générés par Dr Luc Martin. La
construction renfermant le géne Nr5a2 humain a été obtenue du Dr Luc Bélanger (centre

de recherche en cancérologie de I'Université Laval).
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Lors des expériences avec co-transfection de plasmides effecteurs, le plasmide pCT a
servi de témoin et de «reboucheur». Il s’agit d’'un vecteur vide, sans géne codant. Ainsi, il
est inactif puisqu’il ne génére pas de protéine. S’il ne renferme pas de séquence codante,
pCT contient quand méme un promoteur qui lie les facteurs de transcription présents dans
la cellule. Ceux retenus par le promoteur de pCT ne sont alors pas disponibles pour agir
sur le promoteur d’'/ns/3. Ceci simule le méme effet de séquestration potentielle des

facteurs de transcription occasionné par la co-transfection de plasmides effecteurs actifs,
mais sans moduler autrement l'activité promotrice de la construction rapporteuse. |l n’y a
donc pas d’effet d’activation ou de répression marqué et il n’interfére pas avec les autres
effecteurs, ce pourquoi pCT est employé comme «reboucheur», afin de maintenir

constante la quantité totale d’ADN transfecté.

2.4.3 Les transfections transitoires

Deux réactifs différents ont été utilisés. Le premier est la Lipofectamine 2000 (Invitrogen
Canada, Burlington, Ontario, Canada), un agent liposomal cationique. La transfection est
alors une lipofection, ou le réactif génére des liposomes autour du matériel génétique
qu’on désire introduire dans les cellules. L’autre est le JetPRIME (Polyplus-transfection

Inc., New York, NY, USA), un réactif non liposomal.

Les transfections sont effectuées dans des plaques de 24 puits ou dans des pétris en
plastique de 60 mm de diamétre. L’ensemencement des cellules de Leydig MA-10 se fait
environ 24 heures avant la transfection, délai qui permet aux cellules de récupérer avant la
transfection, dans du milieu Waymouth traité au charbon actif. La densité
d’ensemencement est de 1x10° cellules/puits, ce qui correspond a 1 milion de
cellules/pétri. Comme les MA-10 se divisent en 28 heures, il y a donc environ 2x10°

cellules/puits ou environ 2x10° cellules/pétri au moment de la transfection.

Les protocoles suivis lors des transfections sont conformes a ceux recommandés par les
fabricants des réactifs, n’excédant jamais les quantités de matériel génétique par puits
suggeérées. Les transfections sans traitements pharmacologiques, c’est-a-dire celles avec

NROB2, ont utilisé la Lipofectamine 2000. Lors de ces expériences, chaque puits a regu
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500 ng de plasmide rapporteur pleine longueur (humain ou murin) ainsi que 10ng de
constructions rapporteuse Renilla et un total de 350 ng de plasmides effecteurs et/ou de
plasmide inactif contréle (voir le tableau 2.2). Pour les transfections avec traitements
pharmacologiques, c'est-a-dire avec la série de constructions rapporteuses avec
promoteurs délétants murins, les quantités de matériel ont été mesurées en picomoles,
puisque les promoteurs dans les constructions ne sont pas de méme longueur™. Ceci
facilite les comparaisons entre constructions et améliore aussi la reproductibilité. Lors de

ces expériences, 20 picomoles de construction rapporteuse par puits ont été transfectés.

Peu importe le réactif utilisé, 4 heures aprés la transfection, le milieu des cellules est
changé pour du milieu frais. Lors des expériences avec des traitements
pharmacologiques, le milieu comporte 100 nM d’ICI 182,780 et/ou 20 nM d’E, ou du
témoin véhicule. Lorsqu’il s’agit d’'un co-traitement avec I'anti-estrogéne ICIl 182,780 et de
I'estradiol, du milieu avec de I'estradiol est rajouté une heure aprés I'administration de

milieu comprenant I'lCI 182,780, donc 5 heures aprées transfection.

Vingt-quatre (24) heures aprés le changement de milieu (donc 28 heures aprés
transfection), le milieu est retiré et les cellules sont lysées avec une solution alcaline a
température ambiante. Chaque puits recoit 50 yl de cette solution (pour 10 ml): 8,9 ml
d’eau stérilisée, 1 ml Tris-Cl 1 M a pH 8,0 et 50 yl chaque d’igepal et de dithiothréitol
(DTT). Les plaques sont alors mises sur des plaques agitatrices pour un temps de lyse de
15 minutes. L’analyse de 45 pl de lysat par puits est ensuite faite avec un luminomeétre

Luminoskan Ascent RS-232C de la compagnie ThermoElectron Corporation.

10 ~ . . . . . .
Pour un méme poids, il y a moins de plasmides avec le promoteur pleine longueur que de plasmides avec
un promoteur écourté, d’ou le recours a la molarité.
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Tableau 2.2. Quantités des plasmides rapporteurs et effecteurs employés pour
chaque condition expérimentale dans les transfections sans traitements
pharmacologiques

Quantité de plasmide(s)
effecteur(s) par puits
500 ng Condition
Plasmide NROB NR5A
rapporteur pCT* 5 SF-1 5
avec
promoteur Controle 350 - - -
pleine SF-1 seul 300 - 50 - Total de
longueur NR5A2 seul 300 - - 50 plasmide
Insl3 NROB2 100ng seul 250 100 - - ]
humain ou | NROB2 100ng + SF-1 | 200 100 50 - effecteur
murin NROB2 100ng + s
+ NR5A2 200 100 - 50 -
Plasmide | NROB2 200ng seul 150 200 - - 350 ng
rapporteur | NROB2 200ng + SF-1 100 200 50 -
avec NROB2 200ng +
luciférase NR5A2 9 100 200 B 50
Renilla NROB2 300ng seul 50 300 - -
10ng  |"'NROB2 300ng + SF-1 - 300 50 -
NROB2 300ng +
NR5A? - 300 - 50

2.5 PCR quantitatif en temps réel

2.5.1 Extraction d’ARN total et synthése d’ADNc

Apres 24 heures de traitement pharmacologique, les ARN totaux des cellules de
Leydig MA-10 ont été extraits suivant les consignes du fabricant soit avec la trousse
RNeasy Plus Mini (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) ou a l'aide du réactif TRIzol
(Roche, Laval, Canada) suivi d’'une purification au phénol-chloroforme. Chaque extrait
d’ARN total a ensuite été quantifié au spectrophotomeétre NanoDrop (ThermoScientific,
Wilmington, DE, USA) a 260 nm de longueur d’onde.

Suite a l'extraction de I'ARN, les premiers brins d’ADNc ont été synthétisés a partir

d’aliquotes de 5 ug d’ARN en utilisant la réverse transcriptase Superscript Il d’'Invitrogen
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(Burlington, Ontario, Canada) avec oligonucléotide (dT)q2.1g en suivant la démarche du

fabricant.

2.5.2 Réactions de PCR quantitatif en temps réel

Les réactions de qPCR ont été effectuées avec un appareil LightCycler 1.5 et la trousse
FastStart DNA Master SYBR Green |, tous deux de Roche Diagnostics (Laval, Canada)
suivant les recommandations du fabricant et avec 5 uld’ADNc par réaction. Toutes les
expériences ont été faites avec des duplicatas d’échantillons et des témoins internes
positifs (ADN génomique) et négatifs (eau). La quantification de I'expression génique a été
effectuée avec le logiciel Relative Quantification de Roche Diagnostics (Laval, Canada).
La quantification produite par ce programme est un ratio du niveau dARNm d'un géne
cible comparé a un géne de référence établit grace a des courbes standards. Le géne
cible et celui du témoin sont, respectivement, m/nsi/3 et le géne de la protéine ribosomale
L19 (Rpl/19). Les amorces utilisées pour amplifier TADNc de TARNm de mins/3 et de Rp/19
sont indiquées au tableau 2.3. Les ratios obtenus sont ensuite normalisés en les divisant
par le ratio de I'échantillon ayant recu le traitement témoin (DMSO) et exprimés en
pourcentage d’expression (par rapport au témoin). Le témoin est ainsi normalisé a 100%

d’expression relative.

Tableau 2.3 Oligonucléotides utilisés pour I’analyse par qPCR

A:?‘N Amorce sens Amorce anti-sens

minsl | 5 CAT CGT CGC CGC GCG CGT | 5 CTT CAG TGG GGA CAC AGA

3 ACC 3 CCC3

Rpl19 | 5 CTG AAG GTC AAA GGG AAT | 5 GGA CAG AGT CTT GAT GAT
GTG 3 CTC 3%

Les paramétres des réactions qPCR sont résumés au tableau 2.4. La différence de
température lors de la phase d’élongation signifie que les réactions qPCR avec les
différentes paires d’amorces ne peuvent pas étre effectuées simultanément. L’acquisition
de la fluorescence générée par le SYBR Green lors de la réaction de synthése du brin

complémentaire se fait seulement a la fin de chaque étape d’élongation. Cependant, lors
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de la courbe de dissociation (melting curve), la lecture de la fluorescence se fait en

continu.

Tableau 2.4. Parameétres des réactions qPCR

] Geéne
Etape mins/3 Rpl19
Température (°C) Durée Température (°C) Durée
1 95 10 minutes 95 10 minutes
2 . . 95 5 secondes 95 5 secondes
dénaturation
3- . 64 5 secondes 62 5 secondes
appariement
4 — élongation 72 20 secondes 72 20 secondes
5 —reprise / .y . y ,
o Retour a I'étape 2 35 fois Retour a I'étape 2 35 fois
amplification
Chauffer Chauffer
6 — courbe de graduellementde | =1 min40 |} graduellementde | =1 min 40
dissociation 75a95 sec 75a95 sec
(0.2°C/seconde) (0.2°C/seconde)

La courbe de dissociation permet de déterminer la spécificité des amplicons produits par

la réaction PCR; une amplification spécifique — une «bonne» réaction PCR - génére un

seul amplicon qui produit un pic unique dans la courbe de dissociation. Au terme de

I'expérience, le contenu de la réaction qPCR peut aussi étre purifié pour en visualiser le

produit par électrophorése avec un gel d’agarose, qui présentera une bande unique

correspondant a 'amplicon unique.
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3 — Résultats

3.1 Analyse d’activité promotrice d’Insi3 par
transfections de plasmides rapporteur du
promoteur de minsi3

3.1.1 Effets des traitements pharmacologiques sur I'activité
promotrice de minsi3

Afin de déterminer si le complexe E,/ERa était impliqué directement dans la répression
estrogénique de la transcription d’'/ns/3, j’ai eu recours a des transfections transitoires de
constructions rapporteuses comprenant diverses longueurs du promoteur minsi3 en
conjonction avec des traitements pharmacologiques. Ces traitements correspondent a
quatre conditions expérimentales : témoin véhicule (administration de DMSO seulement),
témoin positif (administration d’E, uniquement), témoin négatif (administration d’ICI
182,780 seul, donc sans répression estrogénique) et condition expérimentale, soit la co-
administration d’E, et d’'ICI 182,780 afin de voir si I'inhibition d’ERa léve la répression

estrogénique.

Les données normalisées résumées a la figure 3.1 ont été soumises a un one-way
ANOVA Kruskal-Wallis avec test post hoc de Dunnett comparant toutes les données
ensemble (GraphPad Prism 5.0). L’ANOVA est significatif (P<0.0001); les traitements
pharmacologiques ont un effet sur l'activité promotrice. Pour déterminer quels résultats
sont statistiquement différents du témoin véhicule (DMSO) ou des autres traitements, un
test post hoc de Dunnett a été réalisé. Les conclusions du test sont résumées au tableau

3, aprés la figure 3.1.

Comme le montre la figure 3.1, I'antiestrogéne administré seul n’a pas eu d’effet significatif
(P>0.05), les activités promotrices des constructions rapporteuses délétantes demeurant

toutes comparables a celles des témoins véhicule. A Tlinverse, les traitements a I'estradiol
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(E2) seul ont eu un net effet inhibiteur sur lactivité promotrice des constructions
rapporteuses. Ainsi, avec tous les promoteurs hormis le promoteur minimal, I'estradiol a
pour effet une baisse d’environ 50% d’activité promotrice. La baisse d’activité promotrice
constatée avec le promoteur minimal est un peu moins importante, aux alentours de 40%.
Or, cette baisse d’activité promotrice constatée avec 'ensemble des promoteurs analysés
n’est pas redressée dans les co-traitements d’'ICI 182,780 et d’E,. Effectivement, pour une
méme construction rapporteuse, l'activité promotrice relative constatée avec le co-
traitement est comparable a celle observée avec le traitement a [I'estradiol seul.
L’antiestrogéne n’a donc pas levé I'inhibition estrogénique en transfection.
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Figure 3.1 Effet d’estradiol seul, d’ICI 182,780 seul ou des deux drogues sur
I'activité relative du promoteur /ns/3 murin. Des cellules de Leydig MA-10 dans des
plaques 24 puits ont été transfectées avec une série de constructions promotrices Ins/3
murin rapporteuses (représentées a gauche), puis soumises a des traitements
pharmacologiques. En noir au bas du graphique se trouve le témoin véhicule — du DMSO
administré seul — qui est toujours normalisé a 1.0. En gris foncé, les traitements avec
20 nM d’estradiol seul; en gris pale, 'administration d’ICl 182,780 a 100 nM seul. Les
barres avec patron de damier représentent la co-administration d’ICI 182,780 a 100 nM et
d’estradiol a 20 nM (I'ICI étant administré une heure avant I'estradiol). Les résultats sont
présentés en activité relative + SEM. Les différences statistiquement significatives avec le
contréle par one-way ANOVA Kruskal-Wallis sont indiquées par les astérisques (* pour P
< 0.05, ** pour P <0.01 et * P<0.001). Celles entre les traitements sont indiquées par les
croisillons («diéses»; # pour P < 0.05, ## pour P < 0.01 et ### P<0.001).
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Tableau 3. Différences statistiquement significatives des traitements
pharmacologiques comparés au contréle véhicule (DMSO) ou a un autre traitement

selon le test post hoc de Dunnett.

Longueur du ICI
promoteur inclus DMSO E, 20 nM 100 nM
versus versus
dans la versus
construction ICI ICI
rapporteuse E, 20 nM 100 nM ICI/ E; 100 nM ICI/E, | ICI/E;
70 pb ns ns ns ns ns ns
183 pb P=<0.01 ns P <0.01 ns ns P<0.01
400 pb P <0.01 P < P s
P =Y ns 0.001 ns ns 0.001
600 pb P=<0.05 ns ns P <0.05 ns ns
800 pb P <0.001 ns P<0.05]| P<0.01 ns ns
978 pb P <0.001 ns P<0.05| P=<0.01 ns ns
1087 pb P<0001 | ns |P<001| o5 ns | P<0.05

ns: non significatif

3.1.2 Absence d’effet de NrOb2 sur I’activité promotrice de m/ins/3

Comme l'antiestrogéne ICI 182,780 n’abroge pas l'inhibition estrogénique en transfection

transitoire, il est possible que cette inhibition de I'expression d’InsI3 se fasse via des

partenaires. Compte tenu du profil estrogéno-résistant des souris males NrOb2” [261], j i

réalisé deux expériences (N=2) avec les constructions rapporteuses promotrices d’'Ins/3

murines et humaines pour tester I'implication possible de ce récepteur nucléaire dans

l'inhibition de I'activité promotrice d’Insl3.
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Figure 3.2 Effet de NROB2, de NR5A1 et de NR5A2 sur I’activité promotrice relative
de constructions rapporteuses pleine longueur d’/nsI3 murin et humain. Des cellules
de Leydig MA-10 ont été transfectées avec une construction rapporteuse promotrice
murine (A) ou humaine (B) pleine longueur seule, ou en conjonction avec un ou deux
plasmides effecteurs codant pour les protéines NROB2, NR5A1 ou NR5A2. La dose
croissante d’effecteur NROB2 co-transfecté est représentée a la droite des graphiques.
Les barres blanches sont les co-transfections témoins. Le vecteur sans géne codant pCT
a servi a contréler l'activit¢ de transcription basale de la construction rapporteuse
(indiquée en-dessous du graphique). Son activité est normalisée a 1.0. Tous les résultats
ont été normalisés en fonction des co-transfections avec le plasmide pCT et sont
présentés en activité relative + SEM. Les différences statistiquement significatives par
one-way ANOVA Kruskal-Wallis sont indiquées par les astérisques (P < 0.05). N=2.

Plasmides effecteurs co-transfectés
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En transfection transitoire, NROB2 n’a pas d’effet inhibiteur sur I'activité promotrice d’Ins/3,
qu’il soit humain ou murin. Du fait, lorsque NROB2 est exprimé seul avec la construction
rapporteuse au promoteur humain, I'activité promotrice relative avoisine une valeur de 1,
ce qui veut dire qu’il 'y a pas d’effet activateur ou inhibiteur (fig. 3.2 B). Le promoteur
minsl3, au contraire, voit une activation de 1.5 fois lorsque NROB2 est co-transfecté, et ce
pour toutes les quantités (100, 200 et 300 ng) de plasmide effecteur NROB2 (fig. 3.2 A).
Ensuite, la surexpression de NROB2 n’a pas plus d’effet inhibiteur lorsque des partenaires
connus [326] sont surexprimés en paralléle. Ainsi, lorsque les plasmides effecteurs de
NROB2 et de NR5A1 sont co-transfectés, on constate une activité promotrice relative
accrue. Cet effet d’activation est supérieur a celui induit par la surexpression de NR5A1
seul. Effectivement, avec les constructions rapporteuses des promoteurs Ins/3 humain et
murin, la co-transfection de juste NR5A1 active de 2 fois les promoteurs (fig. 3.2 A et B).
Or, lorsque NROB2 et NR5A1 sont surexprimés ensemble, le promoteur humain d’/NSL3
est activé de 3 fois peu importe la quantité de NROB2 impliquée (fig. 3.2B), tandis que la
construction rapporteuse avec le promoteur murin présente un effet dose-dépendant (fig.
3.2A). Avec 100 ng de NROB2, le promoteur murin est activé de 2.5 fois; avec 200 ng,
d’environ 4 fois et avec 300 ng, le promoteur minsi3 est activé de 5 fois. L’autre partenaire
connu de NROB2 testé est NR5A2 [326], aussi connu comme LRH-1. Alors qu'il est connu
que NR5A2 active plusieurs génes de la stéroidogenése dans les cellules de Leydig [254],
sa surexpression sans NROB2 n'a pas eu d’effet sur l'activité promotrice d’Insl/3, les
mesures d’activité promotrice relative étant de 1 (fig. 3.2 A et B). Lorsque NR5A2 et
NROB2 sont surexprimés ensemble, le promoteur humain ne semble pas affecté, son
activité relative demeurant d’environ 1 & toutes les concentrations de NROB2 (fig. 3.2 B). A
inverse, le promoteur murin d’/ns/3 est activé de 1.5 fois lorsque NR5A2 et NROB2 sont
co-transfectés, et ce peu importe la dose de NROB2 (fig. 3.2 A). En somme, les résultats

ne démontrent aucun effet inhibiteur de NROB2 sur I'activité promotrice d’Ins/3.
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3.2 Effet des traitements pharmacologiques sur les
quantités d’ARNm d’/InsI3 murin tel que quantifié
par qPCR en temps réel

L’effet répressif de I'estradiol sur les niveaux endogénes d’ARNm de minsi3 dans les
cellules de Leydig MA-10 a déja été établi [256]. Or, en transfection transitoire,
I'antiestrogene ICI 182,780 n’a pas levé cette répression estrogénique. Il s’agit alors de

vérifier si I'lCl manque a la redresser aussi au niveau transcriptionnel endogéne.

Les résultats de qPCR sont le fruit d’au moins trois expériences faites en duplicata.
L’ARN total de cellules de Leydig MA-10 en pétris de 60 mm a été extrait 24 heures aprés
'administration des substances pharmacologiques. Trois préparations différentes d’ADNc
ont été utilisées. Les résultats présentés a la figure 3.3 ont été analysés par one-way
ANOVA Kruskal-Wallis avec test post hoc de Dunnett comparant toutes les données
ensemble (GraphPad Prism 5.0). LANOVA est significatif (P<0.0001).
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Figure 3.3 Effet d’E, seul, de différentes doses d’ICl 182,780 seul ou co-administré a
20 nM d’E; sur la quantité d’ARNm d’/nsI3 murin. L’ARNm total de cellules de Leydig
MA-10 soumises a des traitements pharmacologiques pendant 24 heures a été isolé et
quantifié par gPCR en temps réel aprés synthése d’ADNc. L’expression du géne cible
(mlsni3) a d’abord été rapportée a celle d'un géne de standardisation (Rp/19) pour
permettre la comparaison inter-expérience. Ces ratios sont ensuite normalisés par rapport
au témoin (DMSO); c’est a celui-ci que I'expression est relative. Ainsi, en blanc, a gauche
du graphique, se trouve le témoin normalisé a 100% d’expression relative. La quantité
croissante d’ICI 182,780 administré est représentée au bas du graphique. Les résultats
sont présentés en expression relative + SEM et les différences statistiquement
significatives par one-way ANOVA Kruskal-Wallis sont indiquées par les astérisques (*
pour P < 0.05 et ** pour P <0.01). N=3 a 5.

L’effet répressif estrogénique observé en transfection se reflete aussi au niveau de
'ARNm endogéne de mins/3 dans les cellules de Leydig MA-10, conformément aux
résultats de Lagué et al. [256]. Effectivement, comme le démontre la figure 3.3,
'administration de 20 nM d’E, réduit de moitié le niveau d’ARNmM comparé au témoin
véhicule (DMSO). (Bien que ce résultat ne différe pas de maniére significative du niveau

d’expression du témoin selon I'analyse de la variance, un test de Wilcoxon' confirme

11 . N . .

Un test de Wilcoxon est comparable a un test t de Student, mais pour comparer des données non
paramétriques, c’est-a-dire dont la distribution n’est pas présumée suivre une distribution gaussienne. Ce
test permet de comparer un groupe de données a un autre ou a une moyenne théorique, comme le test t.
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fortement la tendance (P<0.0001, non montré) lorsque comparé au témoin.) Or,
contrairement aux résultats obtenus en transfection, I'lCl 182,780 a clairement un impact
sur les niveaux d’ARNm endogénes. Administré seul & une dose supérieure a 50 nM,
I'antiestrogéne voit la quantification d’ARNm de mins/3 surpasser le 100% du témoin
véhicule (fig. 3.3). Cet effet est le plus marqué avec la dose de 50 nM; alors, les niveaux
d’ARNm sont environ deux fois plus élevés que ceux du témoin véhicule. L'ICIl a aussi un
effet dans les co-traitements avec E,, contrairement aux résultats de transfection. Ainsi, au
niveau de ’ARNm endogéne de minsi/3, I'antiestrogéne parait clairement redresser I'effet
répresseur occasionné par E,, et ce a partir d’'une dose égale a celle de 'estradiol (20 nM
d’'ICI 182,780 contre 20 nM d’'E,) (fig. 3.3). Seule la dose de 10 nM d’'ICI ne léve pas la
répression estrogénique induite par 20 nM d’E,. Du fait, les niveaux dARNmM mesurés
dans les co-traitements ont tendance a avoisiner ceux obtenus avec le traitement a I'lCl
seul correspondant, hormis a la plus forte dose (1000 nM d’ICI 182,780). Ainsi, avec les
doses de 50 nM et de 100 nM d’'ICl, les niveaux dARNm de mins/3 mesurés en co-
traitements sont supérieurs a celui normalisé a 100% du témoin véhicule (DMSO) (fig.
3.3). Autrement dit, les doses de 50 nM et de 100 nM d’ICI bonifient I'expression de
minsi3 méme lorsque co-administrées avec 20 nM d’estradiol. Ce gain est de presque
deux fois pour le co-traitement avec 50 nM d’ICI. L’exception a ce phénoméne est le co-
traitement avec la plus forte dose d’antiestrogéne (1000 nM d’'ICI 182,780). Néanmoins,
comme le niveau d’ARNm mesuré est comparable a celui du témoin véhicule (DMSO,
100% d’expression relative), il y a tout de méme levée de la répression estrogénique. On
peut donc conclure qu’au niveau de I'’ARNm endogéne, l'antiestrogéne ICI 182,780
contrecarre l'effet inhibiteur de I'estradiol et redresse la répression de l'expression de

minsl3.

(Lorsqu’il est utilisé pour comparer deux groupes de données, le test de Wilcoxon est aussi connu sous le
nom de test U de Mann-Whitney.) Encore comme le test t, le test de Wilcoxon n’est pas approprié aux
comparaisons multiples — la cumulation des valeurs P signifie une presque certitude de faire une erreur de
type | (faux positif).
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4 — Discussion

4.1 Répression estrogénique : abrogée par ICI
182,780 en gRT-PCR, mais pas en transfection
transitoire

Mon hypothése de travail présume qU'ERa, exprimé dans les cellules de Leydig MA-10
[327], traduit les effets répressifs des estrogénes sur I'expression du gene Ins/3 et que ces
effets seront abrogés par l'interruption d’ERa grace a I'antiestrogéne ICI 182,780. Il est
clair, par technique de qRT-PCR, que [lantiestrogéne ICI 182,780 est efficace.
Effectivement, lorsque la dose d’ICI égale ou surpasse celle d’E,, les niveaux ’ARNm de
minsI3 des co-traitements rattrapent — et méme excédent — le niveau d’ARNm du témoin
véhicule (fig 3.3). Toutefois, en transfection transitoire, la co-administration d’ICI n’a pas
induit de regain d’activité promotrice; la répression estrogénique n’est pas levée. Cette
opposition des résultats est intrigante. Elle indique qu’en 24 heures, 'antiestrogéne ICI
182,780 a inhibé ERa et a permis un regain de transcription endogéne de mins/3, mais
que ce regain de transcription n’a pas eu d’effet sur la quantité de luciférase produite sous

l'influence du promoteur de mins/3. Quelques pistes pourraient expliquer ce résultat.

4.1.1 L’antiestrogéne ICl 182,780 pourrait moduler la stabilité de
’ARNmM de minsi3

Bien qu’elles permettent toutes deux d'évaluer la réponse transcriptionnelle, les
techniques de transfection transitoire et de qRT-PCR ne sont pas directement
comparables puisqu’elles quantifient des molécules différentes. L’apercu de la réponse
transcriptionnelle donné par la technique de qRT-PCR ne permet pas d’évaluer les
modifications post-transcriptionnelles que subit ’TARNm. Or, la modulation de la stabilité de
ARNm est un moyen de régulation génique majeur [328] essentiel au maintien de
’homéostasie cellulaire [329]. Une régulation a la hausse (upregulation) d’'un géne cible

par stabilisation de son ARNm n’implique pas de changement de son taux de transcription
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[328]. Dans une telle situation, la quantification d’ARNm par gqPCR verrait une
augmentation du nombre de transcrits méme s’il N’y a pas de transcription accrue. Un tel
mécanisme est d’autant plus raisonnable en ce qu’il ne serait pas fonctionnel en
transfection transitoire avec les constructions rapporteuses que jai utilisées.
Effectivement, la demi-vie d'un ARNm est déterminée principalement par sa région 3’
UTR"™ [328]. Or, les plasmides rapporteurs employés en transfection comportent une
longueur du promoteur de mins/3, mais pas son 3 UTR. Ainsi, si I'lCI 182,780 agit en
stabilisant TARNm de minsI3 dans les cellules de Leydig MA-10, il ne pourrait donc pas
stabiliser les transcrits de luciférase sous le contrdle du promoteur de minsi3. Ceci
expliquerait pourquoi les résultats de transfections ne rejoignent pas ceux obtenus par
gRT-PCR.

Pour tester la validité de ce mécanisme hypothétique, il faudrait évaluer l'effet des
différents traitements pharmacologiques sur la demi-vie des ARNm de mins/3. Plusieurs
techniques existent pour ce faire, et elles sont décrites dans la revue de Ross [329]. Ceci

dit, une stabilisation d’ARNm [Cl-dépendante me semble la piste d’explication la plus

probable, méme si la modulation de la stabilité des ARNm par ERa est bien connue [328,
329]. En effet, s’il s’agissait d’'une déstabilisation via E>/ERa, on ne devrait pas constater
d’effet inhibiteur en transfection — et ce, méme avec les traitements a I'estradiol seul —
puisque toute déstabilisation des ARNm des constructions rapporteuses dépendrait du 3’
UTR de minsI3 qu’elles n’ont pas. Ainsi, un mécanisme de stabilisation ICl-dépendant
explique pourquoi tous les traitements avec de I'lCl 182,780 a une dose de 50 nM ou plus
générent des niveaux d’ARNm de mins/3 supérieurs au 100% d’expression relative (fig.
3.3), tandis qu’ils seraient comparables a ceux du témoin véhicule si I'antiestrogéne ne

faisait que bloquer ERa sans avoir d’effet stabilisateur d ARNm.

Il s’agit alors de déterminer comment I'ICl 182,780 induit cette stabilisation de TARNm de
minsl3. Comme cet antiestrogéne déstabilise la protéine ERa [324, 325, 330], je doute que
ce soit ce récepteur qui communique cet effet stabilisateur. Plusieurs hormones emploient

des récepteurs couplés a une protéine G pour s’autoréguler par modulation de la stabilité

“la région 3’ UTR — UTR pour untranslated, soit «non traduite» — est la séquence de nucléotides suivant le
codon d’arrét. Cette région ne code pas pour la séquence d’acides aminés de la protéine de ’ARNm, mais
sert plut6t a la régulation de I’ARNm. C'est notamment dans cette région que les miRNAs — micro RNA, des
ARN interférents endogenes — se lient, menant a I'extinction génique.
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de leur ARNm [328]. De plus, on sait que I'ICIl active le récepteur membranaire GPER
[273, 274]. Ce dernier pourrait donc bien transduire la stabilisation d’ARNm ICI 182,780-
dépendante de minsI3.

4.1.2 La répression estrogénique d’InsiI3 passe-t-elle par ERa?

La stabilisation ICI 182,780-dépendante des ARNm de mins3 peut expliquer, du moins en
partie, comment se fait la levée de la répression estrogénique. Toutefois, ce mécanisme
n’explique pas comment l'inhibition est communiquée en premier lieu. Comme il y a
inhibition de l'activité promotrice de minsi3 en transfection transitoire, alors que la
stabilisation ICI-dépendante ne peut agir, la répression estrogénique serait donc un
phénoméne génomique plutdét que post-transcriptionnel. Cependant, I'antiestrogéne n’a
pas induit de regain d’activité promotrice dans le cadre des co-traitements a I'ICI/E,. Or,
I'ICI 182,780 semble bien avoir fonctionné en gRT-PCR. En effet, en gRT-PCR, une dose
de 20 nM d’estradiol seul a abaissé les niveaux d’ARNm de minsi3, effet inhibiteur qui
perdure lors du co-traitement avec 10 nM d’ICI (fig. 3.3). L’inhibition n’est redressée qu’a
partir d’'une dose d’antiestrogéne égale a celle de I'estradiol (fig. 3.3). Cet effet de dose
suggére qu’une dose insuffisante d’ICI inactive ERa seulement partiellement. Ceci
s’explique par les affinités semblables des substrats (ICl 182,780 et estradiol) pour ERa
[331] : a puissance liante a peu prés égale, il faut au moins autant d’antiestrogéne pour
contrecarrer les effets d’E,. Donc, lorsque la dose d’antiestrogéne surpasse celle d’E,, on

peut extrapoler qu’'ERa est bloqué.

Sachant cela, on peut supposer que I'ICl 182,780 cause une diminution des niveaux
protéiques d’ERa autant qu'il le fait dans les cellules utilisées pour la technique de qRT-
PCR. Or, malgré I'absence présumée d’ERa, 'activité promotrice demeure réprimée dans
les co-traitements (fig. 3.1). Ainsi, il semblerait quU'ERa ne soit pas impliqué dans le
mécanisme de répression d’activité transcriptionnelle d’'/ns/3. Ceci va a I'encontre des
résultats in vivo, ou linactivation d’ERa protége les modéles murins des effets néfastes

des estrogénes [77].
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Néanmoins, l'implication ou non d’ERa n’est pas une question si linéaire, si simple a
résoudre. En effet, tel que mentionné a la section 1.7.2, ERa peut aussi influencer la
transcription génique de fagon non-classique via certains facteurs de transcription, dont
AP-1 et SP1. Dailleurs, Jakacka et al. indiquent qu'un site AP-1 est impliqué dans
plusieurs cas de répression estrogénique [280] Or, lorsque ERa est ancré a ces protéines,
l'ICl 182,780 en est un agoniste fort [283]. Ce composé se révéle donc étre un agent
pharmacologique plutét ambigu : il peut bloquer et déstabiliser ERa [324, 325, 330] — ainsi
gu’'activer GPER [265] (qui pourrait alors transduire la stabilisation de TARNm) — mais il
peut aussi agir comme substrat d’ERa. Ceci dit, il a été rapporté que la transcription AP-1-
dépendante via ERa/ICI 182,780 est réprimée lorsqu’en présence d’estrogénes [332]. Ce
type de transcription indépendante d’ERE ne serait donc pas un mécanisme possible lors

des co-traitements.

Ainsi, l'implication ou non d’ERa dans le mécanisme de répression estrogénique reste
floue, puisque plusieurs facteurs confondants viennent brouiller les pistes. En effet, hormis
'action agoniste possible d’'ICI, rappelons qu’'ERa peut étre activé par phosphorylation
(section 1.7.2.2). Or, cette méthode d’activation pourrait étre mise en branle par GPER.
Peut-étre que GPER est capable de signalisation différentielle selon le substrat — E, ou ICI
182,780 — reconnu. Pour réellement déterminer si la répression transcriptionnelle du géne
minslI3 se fait via ERa, il faudrait avoir recours a I'agoniste (PPT) et a I'antagoniste (MPP)

ERa-spécifique [333], afin d’éviter la signalisation par GPER.

On pourrait aussi procéder par immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) avec des
cellules traitées a I'estradiol. En dirigeant les anticorps contre ERa, on récupérerait les
séquences promotrices ou il agit en tant que facteur transcriptionnel. Comme ERa peut
reconnaitre les sites de réponse a NR5A1 (aussi connu comme sites SFRE pour
Steroidogenic factor 1 response element) [283], si ce récepteur régule Insi3 via un tel site
ou par interaction protéine-protéine, on devrait obtenir un bout de la séquence promotrice
d’Insl3. Ceci permettrait d’'impliquer ERa dans le mécanisme de répression estrogénique.
Ceci dit, il s’agit d’'une approche trés technique. Comme il est fort possible quU'ERa ne
régule pas la transcription d’/ns/3 directement, mais plutdét en modulant I'expression
d’autres facteurs de transcription pouvant interagir avec le promoteur d’/ns/3, on préférera

sans doute procéder autrement.
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Mes résultats ne me permettent donc pas de confirmer I'implication d’ERa, mais je ne puis
l'infirmer avec confiance non plus. D’autant plus que l'implication probable de GPER dans
la stabilisation proposée de 'ARNm de minsi3 signifie que la complexité des événements

cellulaire prend un tout autre ordre de grandeur.

4.1.3 GPER - tout un facteur confondant

[l devient de plus en plus évident que la signalisation estrogénique est trés complexe (voir
la section 1.7). S’il semble raisonnable qu’un récepteur membranaire puisse moduler la
stabilité de 'TARNm de minsI3 dans les MA-10, GPER n’a pas encore été identifié chez les
lignées cellulaires de Leydig les plus utilisées (MA-10 et MLTC-1) [323]. Cependant, il est
exprimé dans la cellule de Leydig chez I'homme adulte [272]. Ceci suggére que les
cellules de Leydig aussi ont la capacité de traduire ce type de signalisation rapide. Ce
raisonnement est appuyé par le grand nombre de tissus et de types cellulaires ou la
signalisation estrogénique rapide non-génomique est active, dont les spermatocytes [292].
La piste de GPER est donc fort intéressante, malgré I'absence d’information quant a

I'expression de ce récepteur dans les cellules de Leydig MA-10.

La modulation de la stabilité des ARNm ne nécessite pas de signalisation génomique
[328] et peut donc étre induite par la signalisation rapide. Cependant, mon modéle
expérimental évalue la réponse cellulaire aprés 24 heures, soit la période moyenne de
demi-vie de la majorité des ARNm [328]. Un tel laps de temps permettrait de voir des
différences dues a la signalisation génomique, s’il y en a. Du coup, les résultats de
transfection et de gRT-PCR ne reflétent évidemment pas les effets directs de la
signalisation estrogénique rapide. Or, la signalisation rapide peut induire une signalisation
génomique tardive, notamment en activant la voie des MAP kinases [283]. Par exemple, la
phosphorylation du facteur de transcription le plus connu d’Insl3, c’est-a-dire NR5A1,
méne a une augmentation de son activité transcriptionnelle [334]. Les résultats des
expériences avec traitements pharmacologiques ne me permettent pas d’y constater (ou
non) un effet d’activation du promoteur de mins/3 qui correspondrait a une transcription
accrue sous l'influence de NR5A1. Néanmoins, c’est via une telle phosphorylation qu’ERa

pourrait étre activé et agir par signalisation indépendante du ligand, comme je lai
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mentionné a la section précédente. Ces effets tardifs d’'une signalisation rapide — via ERa
ou GPER - pourraient ainsi avoir un impact sur la réponse transcriptionnelle du géne
InsI3. Ce genre d’événement de «signalisation non-génomique-a-génomique» [283] rend

le mécanisme de répression estrogénique difficile a cerner.

Comme GPER est activé par l'estradiol et par I'lCl [273, 274], le potentiel d’une
signalisation différentielle via GPER ne facilite pas non plus la chose. D’autant plus que,
selon Watson et al. [291], GPER agirait probablement de fagon a entraver les effets d’ERa
lorsque ces récepteurs sont co-exprimés dans une cellule. Définir 'apport de GPER a la
régulation d’'/nsl3 nécessiterait d’autres outils moléculaires, notamment un agoniste et un
antagoniste spécifique. Ces substances existent depuis peu et sont nommées G1 et G15
respectivement [335]. Il faudrait aussi avoir moyen de réguler ERa sans affecter GPER; un

agoniste (PPT) et un antagoniste (MPP) ERa-spécifique existent aussi [333].

4.1.4 Concernant la significativité des résultats obtenus par qRT-
PCR - un bref encart

Des résultats présentés a la figure 3.3, seuls ceux des traitements avec 50 nM d’ICI
182,780 — seul ou en co-traitement — ont été retenus comme significativement différents
par le post-test de Dunnett, et méme alors pas contre le témoin véhicule. Du fait,
contrairement aux résultats obtenus par transfection (fig 3.1), aucun résultat de gPCR n’a
été retenu comme significativement différent du témoin véhicule, pas méme celui du
traitement a I'E, seul, qui est pourtant clairement divergent du DMSO. Ce manque de
significativité est expliqué par la rigueur du test post-hoc choisi et le grand nombre de
comparaisons requises par TANOVA, ainsi que le nombre d’expériences (N) limité. Avec le
test de Dunnett, plus il y a de comparaisons, plus les différences entre les mesures
doivent étre marquées pour étre significatives. Comme les différences entre les niveaux
relatifs d’ARNm sont restreintes (entre 50 et 200%, environ), la significativité est difficile a
établir. Plus de mesures permettraient de faire des distinctions plus fines, donc
d’augmenter le nombre de résultats retenus comme significatifs. Ainsi, je suis confiante

que quelques expériences de plus verraient plusieurs résultats devenir statistiquement
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significatifs. J'ai réalisé plusieurs tests de Wilcoxon' (non montrés), seulement & titre
indicatif puisque ce type de test n’est pas approprié aux comparaisons multiples. Comme
je I'ai mentionné a la section 3.2, selon ce test, le niveau relatif dARNm de mins/3 du
traitement a I'estradiol seul est significativement différent de celui du témoin véhicule. De
plus, hormis le résultat du co-traitement avec 10 nM d’ICI, tous les autres résultats des
traitements combinés sont individuellement statistiquement différents du résultat du
traitement & l'estradiol seul. Evidemment, cet appui n'est qu'indicatif; la majorité des

observations faites par gqPCR demeurent donc de nature tendancielle.

4.2 NROB2 n’inhibe pas I'activité promotrice d’Insi3

Comme le résume si concisément le titre de cette section, les transfections transitoires
avec NROB2 n’ont eu aucun effet inhibiteur sur I'activité promotrice des constructions
rapporteuses d’Ins/3. Plutdt, la tendance observe en est généralement une d’activation,
particulierement avec le promoteur mins/3. Ce constat est surprenant, compte tenu que
l'inactivation de NrOb2 in vivo chez la souris confére un phénotype estrogéno-résistant ou
I'expression d’Insl3 est protégée des effets du puissant estrogéne DES [254, 261]. De
plus, ce récepteur nucléaire est généeralement décrit comme un répresseur transcriptionnel
[254]. En surexprimant NROB2, je m’attendais donc a constater une inhibition de I'activité
promotrice d’/ns/3. Du fait, la surexpression de NROB2 seul a eu tendance a activer
légérement (1.5 a 2 fois) le promoteur murin d’'/nsi3 (fig. 3.2 A), alors qu’il N’y a pas eu
d’'impact sur l'activité du promoteur INSL3 humain (fig. 3.2 B). Or, NROB2 est un récepteur
atypique, c’est-a-dire devant nécessairement opérer via d’autres cofacteurs par interaction
protéine-protéine. Si le milieu cellulaire des MA-10 ne fournissait pas suffisamment de
partenaires pour NROB2, il ne pourrait pas communiquer d’effet répresseur. Cela
n’expliquerait pas I'activation de m/ins3, mais comme cet effet est faible et qu’il n’est pas

observé avec le promoteur INSL3 humain, il pourrait s’agir d’un artéfact. Cette hypothése

3 Un test de Wilcoxon est comparable a un test t de Student, mais pour comparer des données non
paramétriques, c’est-a-dire dont la distribution n’est pas présumée suivre une distribution gaussienne. Ce
test permet de comparer un groupe de données a un autre ou a une moyenne théorique, comme le test t.
(Lorsqu’il est utilisé pour comparer deux groupes de données, le test de Wilcoxon est aussi connu sous le
nom de test U de Mann-Whitney.) Encore comme le test t, le test de Wilcoxon n’est pas approprié aux
comparaisons multiples — la cumulation des valeurs P signifie une presque certitude de faire une erreur de
type | (faux positif).
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n‘a pas mon appui, étant donné les résultats obtenus lorsque NR5A1 ou NR5A2 sont

surexprimés avec NROB2.

Pour contrer toute possibilité (quoiqu’improbable) qu’il n’y ait pas suffisamment
d’interactions avec NROB2, j’ai choisi de surexprimer deux partenaires connus de NROB2.
Ainsi, NR5A1 et NR5A2 activent tous deux le promoteur INSL3 humain [253] et sont aussi
des partenaires connus de NROB2 [254, 326]. NR5A2 est d’ailleurs le partenaire préféré
de NROB2 [326]. Avec les témoins (surexpression de NR5A1 et de NR5A2 seuls), je
m’attendais a voir une activation des promoteurs d’/ns/3. Je prévoyais que I'activation due
a NR5A2 serait contrecarrée lorsque NROB2 serait lui aussi surexprimé. En effet, NROB2
agit surtout en inhibant la capacité de transactivation de NR5A2 [254, 263]. L'effet de la
surexpression simultanée de NROB2 et de NR5A1 était plus difficile a prévoir, puisque
NROB2 agit sur NR5A1 en en réprimant I'expression génique [254] plutét que par
interaction directe [326]. Comme le promoteur dirigeant I'expression de la séquence
codante de Nr5a1 est celui du plasmide (plutot que le promoteur propre a NR5A1), NROB2
ne devrait pas pouvoir affecter la transcription de NR5A1 du plasmide effecteur.
(Evidemment, toute expression endogéne de NR5A1 devrait étre affectée. Cependant,
'abondance de NR5A1 a cause de sa surexpression masquerait probablement tout impact
endogéne.) Je ne m’attendais donc alors a ce que l'activité promotrice d’'/nsI3 demeure

stimulée.

Les résultats m’ont encore surprise. La surexpression de NR5A1 seul a induit un gain
d’'activité promotrice, conformément a mes attentes, tandis que celle de NR5A2 seul n’a
pas eu d'effet sur l'activité des promoteurs d’/ns/3 (fig. 3.2 A et B). Ce manque d’effet,
contraire a ce qui a été rapporté dans la littérature [253], se retrouve aussi lorsque NROB2
et NR5A2 sont surexprimés ensemble. Effectivement, aucun effet n’est remarqué sur le
promoteur INSL3 humain et minsi/3 ne semble pas stimulé (1.5 fois; fig. 3.2 A) considérant
I'effet de NROB2 seul sur son activité promotrice (activation de 1.5 fois). Il se pourrait que
le plasmide effecteur ne fonctionne pas bien. Il me faudrait valider la surexpression de
NR5A2 par Western blot ou par luminométrie, en évaluant son impact sur lactivité
promotrice d’'un géne d’enzyme stéroidogénique dont il active la transcription, tel HSD3B2
[254].
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Les résultats les plus surprenants sont sans doute ceux de la surexpression simultanée de
NROB2 et de NR5A1. Tel que mentionné plus haut, je m’attendais a ce que l'activité
promotrice d’/ns/3 demeure stimulée, et c’est le cas. Néanmoins, j'anticipais des activités
promotrices comparables a celles observées avec surexpression de NR5A1 seul. Or,
lorsque NROB2 et NR5A1 sont surexprimés ensemble, il semble y avoir un effet
d’'activation additif. Ainsi, avec le promoteur INSL3 humain, les doses croissantes de
NROB2 surexprimé seul n’ont pas induit d’activation promotrice puisque les activités
relatives du promoteur avoisinaient toutes la valeur de 1. Lorsque seul NR5A1 est
surexprimé, le promoteur INSL3 humain est activé d’environ 2 fois. Or, 1 et 2 font 3 : lors
des co-transfections NROB2/NR5A1, le promoteur INSL3 humain est activé d’environ 3
fois, indépendamment de la dose de NROB2. Ceci suggeéere un effet additif, effet aussi
présent avec le promoteur murin. Avec lui, NROB2 transfecté seul produit une petite
activation (de 1.5 a 2 fois) et, NR5A1 surexprimé active le promoteur d’environ 2 fois. Un
effet additif correspond donc aux résultats des co-transfections NROB2/NR5A1 (activités
environ 2.5 fois, 4 et 5 fois plus élevées que le contrdle pCT). Evidemment, un effet additif
n’expliquerait pas que 2 plus 2 d’activité relative donne 5. |l s’agirait alors en théorie d’'une

synergie, mais il faut signaler les importantes barres d’erreur.

Comment expliquer cet effet d’activation additif, ainsi que le manque d’effet inhibiteur
lorsque NROB2 est surexprimé seul? NROB2 peut agir de trois maniéres pour inhiber la
transcription de ses génes cibles: il peut faire compétition aux co-activateurs du géne
cible, il peut recruter des corépresseurs et/ou il peut entraver la liaison d’un récepteur
nucléaire au géne cible [326]. L’absence ou du moins I'expression insuffisante de
corépresseurs dans les cellules MA-10 pourrait expliquer le manque d’effet inhibiteur de la
part de NROB2. Cependant, mSin3A et [I'histone-désacétylase HDAC1, deux
corepresseurs qui sont des partenaires connus de NROB2 [326] sont exprimés dans les
MA-10 [336]. Leur abondance est alors un facteur limitant possible. Une autre possibilité
serait que NROB2 agirait sur d’autres génes que /ns/3, et que linhibition de ces génes
permettent une activité transcriptionnelle accrue d’Ins/3. Cela dit, cette piste ne me
satisfait pas, étant donné le trés grand nombre de génes cibles de NROB2 [326].
Reprendre les expériences avec NR4A1 pourrait peut-étre donner plus d’indices quant aux
événements cellulaires responsables de ces résultats surprenants. En effet, NR4A1
stimule I'activité promotrice d’'/ns/3 de maniére plus forte que NR5A1 ou NR5A2 [253, 337]

et il interagit directement avec NROB2 [326, 338]. Ainsi, si I'activation des promoteurs
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d’'InsI3 par la surexpression de NR4A1 se trouvait a ne pas étre inhibée par une
surexpression de NROB2, ceci indiquerait que le modéle expérimental n’est pas approprié,
que les surexpressions donnent lieu a des artéfacts. Peut-étre s’agirait-il simplement de
diminuer les quantités de plasmides utilisés. Comme NROB2 n’a pas de ligand connu [326]
et qu’il interagit avec tant de protéines, il est difficile de le cibler pour I'étudier. L’expression
de NrOb2 est induite par I'estradiol via ERa [262], mais cela ne rendrait la situation que

plus compliquée.

4.2.1 NROB2, les estrogénes, ERa, GPER, NR5A1 et NR5A2 — une
chorégraphie régulatrice complexe

Mon intérét s’était porté sur ce récepteur initialement par son implication dans les
phénomeénes de répression estrogénique. Comme je I'ai mentionné, I'expression de NrOb2
est activee par E,/JERa [142, 263]. Or, NROB2 semble aussi avoir des effets
contradictoires par rapport aux récepteurs aux estrogénes [326], paraissant parfois en
contrecarrer les effets génomiques [339, 340] et d’autres fois agissant en agoniste [261].
De plus, Prossnitz et al. suggérent qUERa et GPER, lorsqu’activés par des estrogénes,
pourraient activer NR5A1 et NR5A2 par le biais de PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate) [296]. Or, NROB2 inhibe la transactivation de NR5A2 et réprimerait aussi la
transcription de son géne (Nrba2). De plus, I'expression supérieure de NROB2 induite par
E./ERa devrait donc permettre une plus grande inhibition de la transcription de NR5A1. I
serait donc intéressant de quantifier les niveaux d’ARNm de minsi/3, de Nr5a1 et de NrOb2
dans des cellules MA-10 par qRT-PCR suite a des traitements avec I'agoniste d’ERa
(PPT), avec celui de GPER (G1) ainsi qu’avec du ICI 182,780 et de I'estradiol. S’il y a une
corrélation stable entre les niveaux d’ARNm, il s’agirait d’'un indice de l'implication de
NROB2 dans la répression estrogénique d’Ins/3. Il est aussi fort possible que NROB2
traduirait des effets différentiels d’ERa et de GPER.

4.2.2 La significativité des résultats

Les résultats avec NROB2 sont généralement non-significatifs selon le test post hoc de

Dunnett, malgré un ANOVA significatif. Ceci est certainement di en partie au faible
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nombre d’expériences. Ainsi, les seules exceptions sont avec le rapporteur murin. Selon le
test post hoc, la moyenne des résultats (soit, la valeur présentée a la figure 3.2 B) des
transfections avec seulement NR5A2 est différente des moyennes des résultats des co-
transfections de 200 et de 300 ng de NROB2 avec 50 ng de NR5A1. Toutefois, avec la
construction rapporteuse au promoteur humain, aucune des transfections n’explique la
significativité de cet ANOVA selon le test de Dunnett. Il s’agit alors probablement d’une
différence «complexe» ', puisque le test de Dunnett n’évalue que les contrastes «simples»
entre les groupes (soit, ici, les conditions de transfection). Un autre test post hoc, celui de

Scheffe, détecte les contrastes complexes et serait alors un meilleur choix de post test.

4.3 L’importance d’ERa: justesse du modeéle
expérimental et améliorations a y apporter

Tel que je I'ai abordé a la section 4.1.2, malgré la nette importance assignée a ERa dans
la littérature scientifique quant a la transduction des effets des estrogénes sur la fonction
reproductive masculine [77, 85], sa part dans la répression estrogénique d’'Ins/3 reste
incertaine selon mes résultats. Comme j’ai articulé mon hypothése de travail autour de son
implication, il est décevant de ne pouvoir trancher dans un sens ou dans l'autre. Cette
incertitude, I'ICl 182,780 y est pour beaucoup. Son potentiel agoniste d’ERa est une
découverte récente et moins bien diffusée que son effet antagoniste, connu depuis le
début des années 90 [331, 341]. Il advient donc qu’il s’agit d’'un outil moins approprié que
je ne le croyais lorsque j'ai établi mon protocole expérimental. En raison de son manque
d’effet avec les transfections transitoires, j’ai initialement cru que le composé aurait pu se
dégrader. Les résultats de qRT-PCR ont infirmé cette idée, puisque les aliquotes d’ICI
employées provenaient d’'une solution stock commune. Certaines aliquotes ont d’ailleurs
servi aux deux techniques. Néanmoins, ce doute met en lumiére qu’'un témoin pour
confirmer l'activité antiestrogénique du ICI 182,780 serait bien avisé. On pourrait avoir
recours a I'essai de prolifération cellulaire de cellules MCF-7, une lignée issues de cellules
de cancer du sein qui croissent en présence d’estrogénes. Dans le cadre de cet essai,

'antagoniste a ERa occasionne une inhibition de croissance. Cependant, employer cet

" Un contraste «simple» est la différence entre deux moyennes, un contre un. Un contraste «complexe»
compare plusieurs moyennes simultanément. Par exemple, la moyenne d’un groupe A peut différer de la
moyenne combinée des groupes B+C+D, ou encore la moyenne combinée de A+B differe de celle des
groupes C+D.
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essai nécessiterait la mise en culture en paralléle d’'un autre type cellulaire (MCF-7). Or,
ces autres cellules n'ont pas le méme rythme de croissance que celles de la lignée MA-10.
Ainsi, pour valider I'lCI 182,780 a chaque expérience, il faudrait synchroniser les cultures,
ce qui ralentirait le rythme d’acquisition des résultats. De plus, si les cellules MA-10
venaient a perdre I'expression d’ERaq, les résultats de I'essai de prolifération des MCF-7
ne lindiqueraient pas, évidemment. Une méthode de validation « interne » chez les
cellules MA-10 serait donc préférable. D’autant plus qu’ainsi, il n’y pas les désagréments
d’'une culture paralléle de MCF-7 — synchronisation avec l'autre culture, milieu de culture
différent, matériel supplémentaire, etc. D’ailleurs, si cette validation « interne » pouvait se
faire par transfection, elle serait robuste, en ce sens qu'il s’agirait des mémes conditions
que le modele expérimental. Une telle méthode alternative par transfection d’une
construction ayant une réponse forte aux estrogénes est donc envisagée (voir le chapitre
5). Différentes doses seraient a tester, mais s’il se trouvait que I'antagoniste n’est pas
suffisamment efficace, méme a forte dose, il serait quand méme possible d’enrayer la
protéine d’ERa par transfection de siRNA (knock down). A cet égard, de telles
transfections  simplifieraient I'administration des traitements pharmacologiques.
Facultativement, il serait intéressant de confirmer I'abolition protéique d’ERa [324, 325,
330] par Western Blot.

L’emploi des composés agonistes et antagonistes spécifiques a ERa [333], tel que
mentionné a la section 4.1.1, est une amélioration évidente a apporter au protocole.
Vérifier 'expression transcriptionnelle et protéique de GPER dans les cellules de Leydig
MA-10 s’impose aussi. Des anticorps commerciaux sont disponibles pour la méthode de
Western Blot. Advenant la confirmation de ma conjecture, il faudrait confirmer I'effet de
stabilisation de 'ARNm induit par I'ICl 182,780 en utilisant I'agoniste et I'antagoniste
GPER-spécifiques, respectivement G1 et G15 [335], en conjonction avec une technique
permettant d’évaluer la demi-vie des ARNm de mins/3. Une expérience additionnelle,
mais pas absolument nécessaire, verrait I'ajout du 3’ UTR de minsI3 aux plasmides
rapporteurs délétants du promoteur murin d’/ns/3. Ceci permettrait théoriquement d’émuler
la régulation post-transcriptionnelle endogéne des ARNm de minsi3 en transfection

transitoire. On devrait alors voir un effet des traitements a I'lCl 182,780.

76



Outre le fait d’étre un facteur confondant, I'lCI 182,780 est trés important parce qu’il a un
effet différentiel sur le testicule murin foetal selon 'age gestationnel. Ainsi, au jour 14.5
post-conception (pc), il n'a pas d’effet sur la production de testostérone, tandis qu’au jour
20.5 pc il a pour effet d'induire une augmentation de la sécrétion de testostérone [320].
Ainsi, il serait pertinent de reprendre les travaux réalisés avec les cellules de Leydig MA-
10 dans des cultures primaires, puisque les MA-10 sont une lignée de type adulte (ALC)
immature [342], et non pas feetale. Comme les FLC présentent des niveaux d’ARNm
d’ERa 20 fois plus élevés que des ALC [343], il y a raison de croire que les résultats des
expériences réalisées avec des cellules de Leydig feetales en culture primaires seraient
différents de ceux obtenus avec la lignée cellulaire MA-10. L’abondance d’ARNm d’ERa
suggeére que les effets observés pourraient étre d’'une bien plus grande ampleur avec des

cultures primaires, tel qu’il a déja été constaté [255].

Hormis I'abondance fortement supérieure ’ARNmM d’ERa chez les FLC versus chez les
ALC, d’autres différences existent qui pourrait moduler des résultats obtenus en culture
primaire plutét qu’avec des cellules MA-10. Ainsi, les estrogénes ont un impact négatif sur
les niveaux de testostérone, autant chez les ALC que les FLC, mais cet effet dépend de
'axe HPG chez les ALC [344]. De plus, les FLC sont résistantes au phénoméne de
désensibilisation a la LH, phénoméne qui voit les ALC matures réguler a la baisse
l'expression du LHCGR et freiner la stéroidogenése en réponse a une stimulation par la
LH. Or, les MA-10 expriment peu de LHCGR, ce qui signale donc une différence marquée
d’avec des FLC.

Certes, travailler avec des cultures primaires de FLC serait plus conforme a la réalité.
Néanmoins, ces cultures présentent plusieurs désavantages pragmatiques.
Effectivement, les cellules de culture primaire de Leydig ne peuvent pas étre transfectées.
Ceci signifie qu'on ne peut s’en servir pour I'analyse de promoteur par transfections
transitoires. Outre cela, obtenir des cultures primaires de Leydig demande une forte
intensité de main d’ceuvre, ainsi que des sacrifices animaux, ce qui les rend plus
dispendieuses. Pour mon projet, la lignée de cellules de Leydig MA-10 demeure donc le
meilleur modéle disponible, puisqu’il est le mieux caractérisé [323]. Seule la lignée la 2°
plus populaire — les cellules de Leydig MLTC-1 — est presqu’aussi bien caractérisée; elle

est fort semblable a la lignée MA-10, mais les cellules MLTC-1 ont un temps de
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doublement de 40 heures plutét que le 18 a 25 heures des MA-10. Les autres lignées sont
moins bien caractérisées ou présente une régulation anormale, telle la lignée R2C qui est
insensible a la hCG [323]. Considérant qu'il reste du défrichage a faire avant de cerner le
mécanisme de répression estrogénique, les travaux vont sans doute continuer avec la
lignée MA-10 plutdt que d’étre repris hativement dans des cellules de Leydig de culture

primaire.

4.4 Conclusions

En conclusion, jai confirmé l'effet répresseur de l'estradiol sur les niveaux endogénes
d’ARNm d’Insl3 ainsi que sur son activité promotrice. En PCR quantitatif, I'antiestrogéne
ICl 182,780 léve cette inhibition, mais pas en transfection, suggérant fortement un
mécanisme de stabilisation de TARNm ICIl-dépendant. Cependant, comme il advient que
I'ICl pourrait agir de maniere imprévue par rapport a ERa, I'action de ce récepteur dans le
mécanisme de répression estrogénique d’/nsl3 demeure ambigué. Clore cette question
nécessitera l'usage d’autres outils moléculaires et pharmacologiques. En raison de
'absence d’une levée d’inhibition en transfection, je n’ai pu cerner une région critique a
l'effet de I'ICI 182,780. Enfin, comme les transfections transitoires avec différentes
quantités de NROB2 n’ont pas permis d’observer de répression de I'activité du promoteur
Insi3 dans les cellules de Leydig MA-10, je n’ai pas pu impliquer ce facteur de transcription
dans le mécanisme de répression estrogénique. Les améliorations a apporter au plan
expérimental suggérées a la section précédente devraient permettre sous peu l'atteinte de

ces objectifs qui demeurent en plan pour le moment.
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5 — Perspectives

En développement actuellement est une construction avec une forte réponse au complexe
E-/ERa. Il s’agit d’'une construction rapporteuse sous le contréle du promoteur de Star
précédé de trois répétitions de la séquence consensus ERE (CCAGTnnnACTGG ou n
signifie n'importe quel nucléotide; jai mis CTC, donnant au final CCAGTCTCACTGG).
Cette construction, lorsque transfectée, devrait répondre trés fortement aux traitements
avec de I'estradiol seul, générant un signal puissant en luminométrie. Suite a un traitement

a I'lCl 182,780, la réponse devrait faiblir compte tenu du nombre réduit d’ERa.

GPER, dont jignorais I'existence pendant la majeure partie de ma maitrise, est un
candidat fascinant encore trop peu étudi€, particulierement en vue de sa prédilection pour
des ligands de moindre activité estrogénique. Actuellement, les domaines les plus
intéressés par GPER sont ceux du cancer du sein et de la recherche vasculaire. Pourtant,
ce récepteur risque de se montrer important a bien d’autres : le vieillissement des femmes,
I'embonpoint, la santé industrielle du secteur fermier... plusieurs avenues restent a étre
explorées. Non la moindre est celle du développement du systéme reproducteur. La
faiblesse de I'hnypothése estrogénique a longtemps été le peu d’activité estrogénique des
phytoestrogénes et autres xenoestrogénes, ainsi que leur faible affinité pour les ER
classiques. L'avénement de GPER va certainement raviver certaines possibilités qui ont

été mises a I'écart trop tét.
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