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Résumé

La fonction et la différenciation des cellules de Leydig sont connues pour étre
régulées par différents stimuli incluant 1’hormone lutéinisante (LH) et autres
facteurs paracrines et autocrines comme les cytokines dont I’IL-1. NUR77 est un
facteur de transcription présent au niveau des cellules de Leydig et impliqué dans la
régulation de la stéroidogenese. Malgré que Nur77 soit connu pour étre régulé par les
cytokines dans différents types cellulaires, cette régulation n’est pas encore bien
caractérisée au niveau des cellules de Leydig. Afin de mieux comprendre la
régulation de Nur77 par les cytokines, j’ai décidé d’étudier I’effet de deux facteurs de
transcription, C/EBPP et NF-kB, connus pour étre impliqués dans les voies de
signalisation des cytokines, sur le promoteur Nur77. J’ai trouvé que les facteurs de
transcription C/EBPP et NF-kB cooperent ensemble dans I’activation du promoteur
Nur77. Cette coopération nécessite la présence d’au moins un des deux éléments
nouvellement identifiés dans cette étude : C/EBPB (a2 -110 pb en fonction du site
d’initiation de la transcription) ou pS0O (kB a -18 pb). L’activation du promoteur
Nur77 par ces facteurs de transcription appuie mon hypothese selon laquelle NUR77

peut étre un effecteur dans la voie de signalisation des cytokines comme I'IL-1.
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Chapitre 1- Introduction
1.1 La différenciation sexuelle primaire

Au niveau de son génome, I’étre humain posséde 22 paires d’autosomes ou de
chromosomes non sexuels et une paire de chromosomes sexuels ou gonosomes. Les
gonosomes, appelés X ou Y, déterminent le sexe de I’individu. La femme possede 2
chromosomes X tandis que I’homme possede un chromosome X et un chromosome
Y. La différenciation de I’embryon vers un phénotype male est induite par la présence
du gene SRY (Sex-determining Region of Y chromosome), localisé sur le bras court
du chromosome Y (104, 105). Au niveau des cellules de Sertoli, le facteur SRY va
activer I’expression de nombreux génes importants pour la différenciation masculine
sur les autres chromosomes (40). L’ensemble de tous ces genes, et non seulement le
SRY, est nécessaire pour la formation des gonades males. Parmi les autres genes
impliqués dané cette différenciation, on retrouve le gene W71 (Wilms' tumor 1), le
gene DAXI / NROBI (dosage-sensitive sex reversal-congenital adrenal hypoplasia
critical region on the X chromosome protein 1/ nuclear receptor subfamily 0, Bl), le
gene SOX9 (SRY HMG box related gene 9), le géne SF-1/NR5A1 (steroidogenic
factor 1/nuclear receptor subfamily 5 group A member 1, Voir tableau 1), les genes
GATA4 et son partenaire FOG?2 (Friend of GATA ou zinc finger protein, multitype 2)
et le géne de I’hormone anti-Miillerienne (A MH) (voir section 1.2.1) (40). La perte de
la fonction d’un de ces genes résulte en de graves coﬁséquences en ce qui concerne la
différenciation sexuelle vers le phénotype male. Par exemple, chez 1’humain, la
mutation avec perte de fonction du facteur SOX9 (110) ou la surexpression du facteur
DAX1 (40) entrainera une réversion du sexe chez les individus possédant un
génotype XY. SF-1 et GATA4, qui sont des facteurs de transcription, vont activer
I’expression des genes responsables de la synthése de ’hormone stéroidienne
testostérone dans les cellules interstitielles de Leydig (40). SF-1, SOX9, GATA4 et
DAXI1 sont impliqués dans la régulation de I’expression du géne codant pour I’AMH
dans les cellules de Sertoli localisées dans les tubules séminiféres. L’AMH est une
hormone membre de la famille des TGF (transforming growth factor) responsable de

la régression des canaux de Miller (voir section 1.2.1) (2).




1.2 La différenciation sexuelle secondaire

D’un autre coté, la différenciation sexuelle secondaire, qui est le développement
phénotypique complet, dépend essentiellement de facteurs hormonaux qui sont
produits par les gonades (3). Ainsi, chez I’humain, une différenciation inadéquate des
cellules de Leydig feetales conduisant a des faibles taux d’androgénes va aboutir au
développement d’un phénotype féminin chez les individus dont le génotype est XY
(4). La différenciation sexuelle (primaire et secondaire) se dirige spontanément dans
le sens féminin en l'absence du geéne SRY et d'imprégnation hormonale. Ainsi, chez
I’humain, la différenciation du feetus vers un phénotype femelle se fait par défaut
alors qu’un stimulus hormonal est nécessaire pour que cette différenciation se dirige
vers un phénotype male (31, 40). Les sections ci-dessous traitent de I’AMH, des
androgenes et de I’INSL3 (insulin-like 3), qui sont des hormones importantes pour la

différenciation sexuelle secondaire masculine.

1.2.1 L'hormone anti-miillerienne (AMH)

Chez I’humain, ’AMH est une hormone impliquée dans la différenciation de
I’appareil génital du feetus vers un phénotype masculin (2, 5). Cette hormone, qui est
secrétée par les cellules de Sertoli primitives, se trouve des les premiers stades de la
différenciation du phénotype génital chez le feetus humain. Elle exerce son effet en
provoquant une régression des canaux de Miiller, qui sont des structures
embryonnaires a l'origine de la formation de la partie supérieure du vagin, de 1’utérus
et des trompes de Fallope chez la femme (2). Chez I’humain, le gene AMH est situé
sur le chromosome 19. L’hormone qu’il code est une glycoprotéine en forme de
dimére de 140 kDa. La partie C-terminale de cette hormone est similaire a celle
retrouvée chez certains facteurs de croissance comme I’inhibine. Au niveau des
cellules cibles, I’AMH doit subir un clivage de la partie C-terminale pour étre active.
Une fois active, 'AMH se lie a un récepteur transmembranaire au niveau des cellules
cibles (récepteur de type II) et déclenche une réponse biologique en activant un autre
récepteur transmembranaire voisin (récepteur de type I) qui transmet le signal en

phosphorylant des protéines cytoplasmiques qui réguleront des génes cibles (31).




SMADI1, SMADS, et SMADS8 sont parmi les protéines cytoplasmiques
phosphorylées. Ces protéines se lient a une autre protéine SMAD4 et transloquent au

noyau pour moduler la transcription des geénes cibles (2).

1.2.2 Les androgénes

Les androgenes sont des hormones stéroidiennes anabolisantes qui se lient aux
récepteurs des androgenes (AR) (9, 106) pour stimuler et contrdler le développement
(9, 106) et le maintien des caracteres masculins chez les vertébrés. Ces hormones, qui
ont ét€¢ découvertes en 1936, sont également responsables de I’activité des organes
sexuels males secondaires et le développement des caractéres sexuels secondaires. La
principale et la plus connue des androgenes est la testostérone, qui est une hormone
sexuelle essenticlle chez le male. Cette hormone masculine intervient au niveau
embryonnaire pour causer un phénotype masculin des embryons males et au niveau
adulte pour réguler les fonctions sexuelles (voir section 1.3.1). Le site principal de la
sécrétion de la testostérone chez le male est au niveau des Leydig (9) (voir section

1.3.3).

1.2.3 L'hormone insulin-like 3 (INSL3)

On a bien vu que la différenciation sexuelle male se fait via D’action des
hormones comme I’AMH et les androgenes (2, 106, 107). Une autre hormone
importante dans le processus est l'insuline-like 3 (INSL3). Pendant que ’AMH va
induire la disparition des canaux de Miiller (2, 31, 106, 107) et que la testostérone et
ses dérivés vont provoquer le développement des canaux de Wolff et des organes
génitaux externes (2, 31, 106, 107), PINSL3 de son coté, va agir pour déclencher la
descente des testicules vers le scrotum (31, 106, 107). Cette descente testiculaire est
nécessaire pour que la température au niveau testiculaire soit plus optimale (32-34

°C) pour la production des spermatozoides (la spermatogenése).

1.3 La testostérone

La testostérone est une hormone stéroidienne essentielle pour la différenciation

sexuelle masculine et pour les fonctions reproductives masculines normales (106,
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107). Elle est produite par les cellules de Leydig, lesquelles sont localisées dans
I’espace interstitiel entre les tubules séminiféres. La testostérone est synthétisée a
partir du cholestérol par une séquence de réaction a I’aide de différentes enzymes

stéroidogéniques (Voir section 1.3.2).

1.3.1 Le role de la testostérone

La testostérone joue un rdle important durant deux phases différentes de la vie de
I’homme. Dans un premier temps, elle va agir avec 1’aide de I’AMH lors de la phase
embryonnaire pour pousser la différenciation sexuelle de I’embryon vers Ie
phénotype male. Le placement des caractéres sexuels primordiaux (mise en place des
testicules) et primaires (développement des voies génitales et organes génitaux
externes) de I’embryon a lieu durant cette phase embryonnaire (31). Dans un second
temps, le taux de la testostérone augmente de nouveau a la puberté. Durant cette
période, il y a des changements morphologiques ainsi que la mise en fonction des
glandes sexuelles. Les caracteres sexuels secondaires qui sont mis en place incluent la
pilosité, I’accroissement de la masse musculaire, I’intérét pour la reproduction et
I’accroissement de la taille des testicules et du pénis (31). Cette hormone est a la base
de la virilisation et joue un rdle dans le désir sexuel (la libido). La testostérone agit
sur le comportement, la différenciation sexuelle masculine et le maintien de toutes les
fonctions reproducﬁves chez le male. Cette hormone est aussi impliquée dans le
maintien de la fonction érectile (1), la régulation de la spermatogenese (9), la santé et

le bien-étre chez ’homme.

1.3.2 La production de la testostérone et son mécanisme d’action

Comme toutes les hormones stéroidiennes, la testostérone est produite a partir du
cholestérol. La biosynthése de cette hormone implique une chaine de 7 réactions
enzymatiques. Elle commence par le transport du cholestérol (C27) de la membrane
externe vers la membrane interne de la mitochondrie ou se réalise la coupure de sa
chaine latérale (20-hydroxylase et desmolase) par I’enzyme P450scc. La non-polarité
du cholestérol fait en sorte que son transport jusqu’a la membrane interne

mitochondrie nécessite 1’assistance de la protéine STAR (steroidogenic acute
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regulatory protein) (39). Ensuite, le delta—S—prégnénoione (C21) se dirige vers le
réticulum endoplasmique (RE) aprés avoir quitté la mitochondrie. Au niveau du RE
se réalisent d’autres transformations, sous [’action séquentielle des enzymes 3[(3-
hydroxystéroide déshydrogénase (3BHSD), Cypl7 et 17BHSD aboutissant a la

synthese de la testostérone (C19) (31).

La testostérone peut exercer son effet directement en se liant a son récepteur ou bien
indirectement en étant transformée en dihydrotestostérone (DHT) dépendamment du
tissu cible (Fig 1.1). La DHT est I’androgene le plus puissant; cette hormone possede
10 fois plus d’affinité que la testostérone pour les récepteurs aux androgénes. La Sa-
réductase provoque la transformation de la testostérone en DHT. Ensuite, le DHT se
lie au récepteur aux androgenes entrainant une modulation de I’expression génique et
la réponse biologique de la cellule (106). Ce produit de la testostérone est
indispensable a la formation d'organes génitaux externes de type masculin (31, 106).
D’un autre coté, au niveau des cellules des canaux de Wolff, c'est la testostérone qui
se lie au récepteur AR, ce qui induit la réponse biologique qui va provoquer la
différenciation du canal de Wolff en épididyme, canal déférent et vésicule
séminale (31, 106, 107). La testostérone peut aussi étre aromatisée en cestradiol par le
cytochrome P-450aro et par la suite se lier aux récepteurs des cestrogenes (ER). La
présence de ces récepteurs ainsi que les récepteurs aux androgenes dans les voies
nerveuses explique la modulation des neurotransmetteurs par la testostérone et

I’influence de cette derniére sur le comportement et I’agressivité (82).
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Figure 1.1 : Conversion de la testostérone en DHT.

La 5o-réductase provoque la transformation de la testostérone en DHT. Ensuite, le
DHT se lie au récepteur aux androgénes entrainant une modulation de I’expression
génique et la réponse biologique de la cellule

1.3.3 Sources de la testostérone

Les plus grandes quantités de testostérone sont produites par les cellules de Leydig
(voir section 1.4.2.2.). Cependant, il existe d’autres cellules qui produisent la
testostérone en plus petites quantités, soient les cellules de la theque de ’ovaire, la
zone réticuleuse de la cortico-surrénale et le placenta. En plus, chez la femme, la
synthese de la testostérone se fait aussi par conversion périphérique dans les tissus
directement au site d’action. Une fois produite, la testostérone est amenée aux tissus
cibles par le sang. C’est une protéine plasmatique appelée Sex Hormone Binding

Globulin (SHBG) qui est responsable de ce transport.

1.4 Le testicule

Les testicules sont les gonades males des animaux. Elles sont responsables de la
production des spermatozoides et de la testostérone. Les mammiferes possedent deux

testicules dans une poche qui s'appelle le scrotum.



1.4.1 La physiologie du testicule

Chez les mammiferes, les testicules comportent une paroi épaisse, appelée
l’albuginée.‘Cette paroi enveloppe les tubules séminiferes qui sont extrémement
minces et enroulés. Une couche de cellules, appelées les cellules de Sertoli, tapisse
ces tubules (voir section 1.4.2.1). Au niveau de ces tubules séminiféres, les cellules
souches germinales (spermatogonie) sont les cellules qui vont se transformer en
spermatozoides apres avoir subi la méiose. Ensuite, les spermatozoides vont migrer
vers un autre compartiment appelé 1’épididyme. C’est au niveau de 1’épididyme que
les spermatozoides vont devenir matures. Une fois matures, les spermatozoides vont
aller vers un canal, appelé canal déférent, qui débouche sur 'urétre. Les cellules de
Leydig, appel€es aussi cellules interstiticlles du testicule, se trouvent entre les tubules
séminiferes. A coté des cellules de Leydig, on retrouve les macrophages qui peuvent

interagir d’une fagon paracrine avec les cellules de Leydig et les cellules de Sertoli.

1.4.2 Les cellules testiculaires
Sous la régulation de I’axe hypothalamo-hypophysaire, la fonction testiculaire se
résume par la production des androgenes et des spermatozoides. Plusieurs types de

cellules sont présents et chacun joue un role dans les fonctions testiculaires.

1.4.2.1 Les cellules de Sertoli

Les cellules de Sertoli, découvertes en 1865 par le physiologiste italien Enrico
Sertoli, se trouvent au niveau testiculaire au sein des tubes séminiféres. La
multiplication de ces cellules a seulement lieu au cours de la premiére année de la vie.
Elles sont reliées entre elles par des jonctions serrées créant ainsi une barricre
hémato-testiculaire protégeant les cellules germinales. Elles entourent les cellules
germinales, et leur fonction essentielle est de nourrir et protéger les futurs

spermatozoides (20).

L’hormone hypophysaire FSH (follicle stimulating hormone) et la testostérone
controlent et régulent les fonctions des cellules de Sertoli (41). Ces cellules jouent un

role trés important dans la fonction reproductive chez le male. Elles synthétisent
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différentes protéines associées a cette fonction, dont I'inhibine qui agit pour inhiber la
FSH (rétrocontrdle négatif), les protéines qui transportent les androgénes (androgen
binding protein), ’AMH, les facteurs de croissance ainsi que le facteur de migration

des gonocytes (25).

Les cellules de Sertoli jouent aussi un réle dans la régulation paracrine des cellules de
Leydig. Cette régulation se fait par 'intermédiaire de différents facteurs incluant le
DHH (desert hedgehog protein) et PDGF-A (platelet-derived growth factor a). Le
DHH et le PDGF-A, produits par les cellules de Sertoli, déclenchent une signalisation
intracellulaire apres leur liaison a leur récepteur Patched-1 pour DHH et PDGF-Ra
pour PDGF-A présents sur les cellules de Leydig. Cela régule la premiere étape de la
différenciation des cellules de Leydig et non la migration des cellules du
mésenchyme vers les gonades ni la prolifération et la survie des précurseurs des
cellules de Leydig (63, 64). Cependant, DHH et PDGF-A semblent réguler
positivement I’expression de SF-1 (Steroidogenic Factor 1/NR5A1) et P450scc (63,
64). Des cytokines, comme I’'IL-1, produites par les cellules de Sertoli, régulent aussi

la fonction des cellules avoisinantes incluant les cellules de Leydig (16).

1.4.2.2 Les cellules de Leydig et leur régulation

Dans cette partie, une description des deux différentes populations de cellules de
Leydig sera présentée. Les cellules de Leydig, découvertes en 1850 par Franz Leydig,
se divisent en 2 populations de cellules se différenciant I’'une de 1"autre : les cellules
de Leydig feetales et les cellules de Leydig adultes (6). Les cellules de Leydig sont
situées entre les tubules séminifeéres au niveau testiculaire. Elles sont responsables de
la production de la testostérone (voir section 1.3) et de ’hormone peptidique INSL3
(voir section 1.2.3). L’origine de ces cellules est toujours controversée. Cependant, la
majorité des auteurs considérent les cellules péritubulaire fibroblast-like, aussi appelé

cellules mésenchymales, comme les précurseurs des cellules de Leydig (35).

Malgré que le rat demeure le modéle animal le plus utilisé en ce qui concerne le

processus de maturation des cellules de Leydig (49), ce processus a aussi €té ¢tudié
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chez I’humain et chez beaucoup d’autres mammiféres comme le lapin (51, 52), la

souris (53) et le hamster (55).

En ce qui concerne la régulation des cellules de Leydig, de nombreux facteurs sont
connus pour influencer le développement et 1’activité fonctionnelle des 2 populations
feetales et adultes. Ces facteurs sont nécessaires pour la maturation, la survie et la
fonction des cellules de Leydig. On retrouve des facteurs produits par le complexe
hypothalamo-hypophysaire comme I’hormone lutéinisante (LH), [’hormone
adrénocorticotropique (ACTH) (6, 7) et la TSH (thyroid stimulating hormone) (60,
61). D’un autre coté, la régulation se fait d’une fagon paracrine par des facteurs
produits par les cellules voisines. Par exemple, les cellules de Sertoli produisent des
facteurs qui supportent la différenciation et la maturation des cellules de Leydig
comme le DHH et le PDGF-A (62, 63, 64) (voir section 1.4.2.1). De son c6té, le
macrophage et ses produits influencent I’activité¢ stéroidogénique des cellules’ de
Leydig (27). Il contribue a cette régulation par I’intermédiaire de différentes
cytokines (voir section 1.4.2.3). Les cytokines, produite par le macrophage ou les
cellules de Sertoli, sont impliquées dans la régulation des fonctions testiculaires dans
des conditions patho-physiologique-inflammatoires ainsi que des conditions

physiologiques normales (26) (voir section 1.5.2.).

1.4.2.2.1 Les cellules de Leydig faetales

Les cellules de Leydig feetales apparaissent trés rapidement apres la différenciation
du testicule (voir Figure 1.2), vers le jour 12,5 jpc chez la souris et 6 semaines chez
I’humain (7). Elles sont responsables de la production des androgeénes nécessaires
pour la masculinisation du feetus. Ces cellules dégénerent et disparaissent apres la

naissance, soit entre 7 a 10 jours chez les rongeurs.

Durant le développement feetal chez les rongeurs, les gonadotropines ne semblent pas
étre nécessaires pour la différenciation et la maturation des cellules de Leydig (65).
Cependant, chez les humains cette hormone est requise a la différenciation et la
maturation de ces cellules (6, 7). Cela est appuyé par le fait que la présence d’une

hypophyse intacte est nécessaire chez 1’humain pour la mise en place des cellules de
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Leydig feetales (6, 7). Chez I’humain donc, I’action de ’hypophyse sur ces cellules
est exercée via la LH et ’ACTH (6, 7). Seulement une de ces deux hormones semble
nécessaire pour ce développement, ce qui suggere une redondance dans le rdle de ces

deux hormones en ce qui concerne cette régulation (6, 7).

1.4.2.2.2 Les cellules de Leydig adultes

Les cellules de Leydig adultes n’originent pas des cellules de Leydig feetales et
commencent leur développement apres la naissance chez la souris, mais elles se
différencient en cellules matures juste avant la puberté. Ces cellules apparaissent suite
a des étapes de différenciation séquentielles qui accompagnent leur prolifération (35).
Elles passent donc par 4 différents types cellulaires avant d’atteindre la maturité (35,
47). D’abord, cette chaine de maturation commence par les cellules du mésenchyme,
qui sont les précurseurs des cellules souches de Leydig. Ensuite, ces cellules donnent
naissance aux cellules progénitrices qui vont se transformer en cellules de Leydig
immatures. Enfin, apres la maturation de ces cellules, on obtient les cellules de
Leydig matures (35, 47) (voir Figure 1.2). La LH est importante pour le
développement des cellules de Leydig adultes chez ’humain et les rongeurs.
L’implication de cette hormone au niveau du développement des cellules de Leydig
adultes est démontrée par des études avec des souris dans lesquelles le géne codant
pour la LH ou pour son récepteur (LH-R) a été inactivé par recombinaison
homologue. Ces ¢tudes démontrent que la morphologie, la maturation et la
prolifération des cellules de Leydig adultes dépendent de la présence de la LH (66,
67).
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Figure 1.2 : Différenciation des cellules de Leydig feetales et adultes.

Les cellules de Leydig adultes n’originent pas des cellules de Leydig fcetales et
commencent leur développement apres la naissance chez la souris, mais elles se
différencient en cellules matures juste avant la puberté. Cette figure montre les
différents stades de maturation de chacune des 2 populations.

1.4.2.3 Le macrophage

Le macrophage, connu pour son implication dans le systéme immunitaire, est
distribué largement au niveau de l’organisme. Il est présent au niveau du tissu
conjonctif de la majorité des organes afin de phagocyter les bactéries et de signaler
les infections aux lymphocytes. Le macrophage reconnait aussi les cellules malignes
et celles infectées par les virus, et il les €limine avec l'aide des lymphocytes.
Cependant, les fonctions du macrophage ne se limitent pas qu’au systéme
immunitaire. Il a développé la capacité d’interagir et de réguler des cellules autres
que celles du systtme immunitaire en état physiologique normal. Ainsi, dans
différents organes, le macrophage peut interagir avec des cellules voisines pour
réguler la fonction et I’activité de ces cellules. Des études in vitro chez le rat, ont
montré des interactions entre le macrophage et les cellules de Leydig (36, 37). Cette

régulation différe entre un état physiologique normal et un état inflammatoire (36).

Au niveau testiculaire, le macrophage joue un rdle important durant 1’activation du
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systeme immunitaire (36). De nombreuses études in vitro ont mis en évidence
certaines interactions paracrines entre le macrophage et les cellules testiculaires
voisines, incluant les cellules de Leydig chez le campagnol (27) et chez le rat (28, 29,
36). Le macrophage et ses produits sont connus pour influencer 1’activité
stéroidogénique des cellules de Leydig (27, 36). La proximité physique du
macrophage testiculaire interstitiel et des cellules de Leydig facilite les interactions
entre ces deux types cellulaires. Une meilleure compréhension des interactions entre
le macrophage et les cellules de Leydig sera trés utile pour le traitement de certains
cas d’infertilit¢ et afin de pouvoir développer des méthodes de contraception
masculine plus efficace. La fagon dont le macrophage affecte les fonctions et
I"activité des cellules de Leydig n’est pas trés bien connue. Il est logique de penser
que les facteurs solubles secrétés par le macrophage sont responsables de cette
régulation via I’interaction avec des récepteurs au niveau des cellules de Leydig. Des
études in vitro ont prouvé Iimplication de I’IL-1 dans la modulation des fonctions
des cellules de Leydig chez le rat (19, 23) et la souris (30). Ces études démontrent
que, selon la dose, I’IL-1 peut avoir des effets stimulateurs a faible dose (1 ng/ml)
(19, 23) ou inhibiteurs a forte dose (20 U/ml) (30). Cette différence d’effet peut étre
un indice sur la fagon dont le macrophage interagit avec les cellules de Leydig
dépendamment de I’état physiologique. En cas d’inflammation, des cytokines,
libérées par le macrophage, vont inhiber la stéroidogenese (36). Cependant, en état
| physiologique normal, le macrophage interagit avec les cellules de Leydig en activant
la stéroidogenese, entre autres via la sécrétion de 25-hydroxycholesterol (36).
Plusieurs cytokines sont secrétées par le macrophage, mais c’est I’IL-1 et I’IL-6 qui
sont les plus suspectées d’étre les responsables de la régulation de la stéroidogenése
par le macrophage. Le macrophage pourra ainsi agir non seulement pour réguler la
stéroidogenese, mais aussi pour stimuler la prolifération et la différenciation de

certaines cellules, incluant les cellules de Leydig.

En conditions inflammatoires, une fois que le macrophage est activé, la production
des androgenes par les cellules de Leydig est inhibée sous I’effet des facteurs

médiateurs de I’inflammation relachés par le macrophage. Ces derniers comprennent
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les cytokines pro-inflammatoires comme [I’interleukine-1 (IL-1) et le facteur
onconécrosant alpha (TNF-at) (8). Le macrophage produit aussi des dérivés actifs de
I’oxygene (ROS) comme le peroxyde d’hydrogeéne, qui inhibe les fonctions des

cellules de Leydig (8).

D’un autre coté, des €tudes in vivo chez le rat montrent que sous des conditions
physiologiques normales et non inflammatoires, le développement des cellules de
Leydig est directement relié a la présence du macrophage. Si les macrophages sont
absents de I’interstice testiculaire, les cellules de Leydig ne se développeront pas
d’une fagon normale (46). Cela confirme que certains facteurs de croissance et de
différenciation nécessaires pour les cellules de Leydig sont relachés par le

macrophage (46).
1.5 La régulation de la stéroidogenése

1.5.1 Régulation par le complexe hypothalamo-hypophysaire

La tige pituitaire relie les deux glandes voisines que sont I’hypothalamus et
I'hypophyse. Ces deux glandes produisent des hormones qui influencent la production
de la testostérone par les cellules de Leydig. La production de la testostérone est
stimulée par I’hormone hypophysaire LH et la neurohormone hypothalamique GnRH.
La testostérone de son coté va agir sur ces deux glandes pour ralentir leur activité
sécrétrice (boucle de rétroaction négative) (15). D’autres signaux intracellulaires
paracrines et autocrines vont agir pour contrdler la testostéronémie (la quantité de
testostérone dans le sang). La quantité de testostérone dans le sang est alors régulée
d’une fagon hormonale complexe qui implique I’hypophyse et I’hypothalamus. Chez
un individu normal, la testostéronémie est toujours comprise entre 2 et 9 ng/mL (31).
Le complexe hypothalamo-hypophysaire controle aussi les fonctions des cellules de

Sertoli via I’hormone FSH (41).



14

1.5.2 Régulation paracrine par les cytokines au niveau testiculaire

Outre les gonadotropines, d’autres facteurs locaux comme les cytokines contrélent la
stéroidogenese (17, 26). Les maladies inflammatoires sont connues pour affecter la
fonction reproductive male et la fertilité. Une infection des glandes accessoires males
est a lorigine de 15 % des cas d’infertilit¢ observés en clinique (26). Une
augmentation des lymphocytes et des cytokines pro-inflammatoires au niveau de la
semence et des testicules est fréquemment associée avec ce genre d’infection (26). Il
y a de plus en plus d’évidences qui démontrent [I'importance des cytokines,
particulicrement IL1 et IL-6, au niveau testiculaire et de léur capacité¢ a interférer
avec la stéroidogenése. Au niveau testiculaire, les cytokines ne se limitent pas a la
régulation de la stéroidogenése, mais aussi a la régulation de Iactivité des cellules de
Sertoli et la survie et la prolifération des cellules germinales. Bien que la majorité des
cytokines inhibent la stéroidogenese, I’IL-1 peut I’activer a faible dose d’un intervalle
(20 pg/mL-1 ng/mL) et I'inhiber a une dose plus forte (20 U/ml) (voir section
1.5.2.1). En plus, cette cytokine semble affecter spécifiquement les cellules de Leydig
immatures (voir section 1.5.2.1). Le double rdle de cette cytokine ainsi que sa
spécificité ne sont pas tres bien caractérisés et seront une piste de recherche tres
intéressante afin de comprendre la régulation paracrine de la stéroidogenese ainsi que

la différenciation des cellules de Leydig.

1.5.2.1 L’IL-1 régule les cellules de Leydig immatures

L’IL-1 joue un réle paracrine dans la régulation des fonctions des cellules de Leydig -
immatures (28-35 jours post-nataux chez le rat). Elle est produite constitutivement
par les cellules de Sertoli des testicules et elle agit sur les cellules Leydig pour réguler
la stéroidogenése. La stéroidogenese est affectée par différentes isoformes et
variantes de I'IL-1 (IL-1a, IL-1B, 32K IL-1a et le 24prolL-1a). L’IL-1a stimule la
production de la testostérone au niveau des cellules de Leydig du rat immature (21,
23). Des études ont aussi prouvé I’implication de I’IL-1p dans la régulation de la
stéroidogenese au niveau testiculaire (18). Cependant, I’IL-la semble étre un

régulateur beaucoup plus important de la stéroidogenese. La majorité des études se
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sont concentrées sur cette cytokine, de préférence a I’'IL-1B. En outre, I'TL-1a est 50
fois plus puissante que I'IL-1B (24). L’IL-1a a une dose de 20 pg/mL augmente le

niveau de la testostérone au niveau des cellules de Leydig immatures chez le rat (24).

1.5.2.2 Mécanisme d’action de I’IL-1 dans la régulation de la
stéroidogenése

Malgré la présence et I’importance des cytokines au niveau testiculaire, leurs
fonctions sur la différenciation, la prolifération et la fonction des cellules testiculaires
sont toujours largement inconnues et leurs implications dans la stéroidogenése
demeurent controversées et sans aucune explication claire est précise. Au niveau des
cultures primaires des cellules de Leydig immatures, des expériences ont été
effectuées chez le rat afin de mieux comprendre le mécanisme d’action des cytokines
dans la régulation de la stéroidogenese. Des études suggerent 1’implication de la
cascade de la protéine kinase ERK dans la régulation de la stéroidogenese par I’IL-1a
(19). Au niveau de cellules de Leydig immatures, 1’activation des ERKs par I’IL-1a
régule la stéroidogenese en induisant I’expression du géne St4R et de la
phosphorylation de la protéine STAR, ce qui permet la translocation du cholestérol
dans la mitochondrie des cellules de Leydig (19). Des €tudes supposent que cette
régulation peut étre le mécanisme par lequel IL-1a contribue aussi a la différenciation
des cellules de Leydig immatures pour qu’elles deviennent des cellules adultes (23).
D’autres études rapportent I’inhibition du gene p450cl7 comme [’origine de
I’inhibition de la stéroidogenese causé par I’IL-1 (30). D’un autre c6té, des études in
vitro chez le rat ont mis en évidence le role activateur de I’IL-1a est aussi observé
lors de la co-stimulation des cellules de Leydig immatures avec différentes
hormones : GH, I'IGFI et ’IGFII. Cette co-stimulation augmente le niveau de la
stéroidogenése par rapport a celui observé par I'IL-la seule (21). Cependant, le

mécanisme d’action de cette régulation demeure largement inconnu.

Dernierement, beaucoup d’intérét a été accordé aux rbles de I’'[L-1 au niveau
testiculaire, surtout en ce qui concerne son implication dans la régulation de la
stéroidogenése. Une bonne compréhension du mécanisme d’action et de I’implication

de cette cytokine dans la régulation de la stéroidogenese sera tres intéressante pour
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comprendre des maladies d’infertilité d’origine inflammatoire. En plus, I’IL-1 semble
étre impliquée dans la différenciation et la prolifération de cellules de Leydig en
conditions physiologiques normales. L’activation de la stéroidogeneése a une faible
dose de I'IL-1 est une piste de recherche trés intéressante. Des évidences pointent
I'implication du récepteur nucléaire Nur77 dans le mécanisme d’action de cette

régulation (voir section 1.5.2.4).

Hypophyse I
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IL-1a Cellules de
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TGF B

Stéroidogenése

Testostérone

Cellules de Sertoli

Figure 1.3 : Interactions entre les cellules de Leydig et les cellules testiculaires
voisines.

En plus de la LH, les fonctions des cellules de Leydig sont également régulées par
différentes cytokines et facteurs secrétés par les cellules testiculaires voisines. Cette
figure montre des interactions possibles entre les cellules de Leydig, les cellules de
Sertoli et le macrophage.

1.5.2.3 Récepteur de I’IL-1 et sa présence au niveau testiculaire

Chez I’humain, IL-loe et IL-1B se lient de manitre équivalente a deux types de
récepteurs, le récepteur de type I et le récepteur de type II (116). Ces 2 récepteurs
posseédent un seul domaine transmembranaire et se différent principalement dans leur

partie cytoplasmique. Le récepteur de type I posséde un enchainement cytoplasmique
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de plus ou moins 215 acides aminés, tandis que le récepteur de type Il ne posséde que
29 acides aminés dans sa partie cytoplasmique. Le récepteur de type I est responsable
de la réponse cellulaire (119). D’un autre coté, Le récepteur de type Il ne semble pas
transmettre de signaux et agirait comme un régulateur négatif de I’IL-1 en
’empéchant d’interagir avec le vrai récepteur de Type 1 (91, 93). Les 2 types de
récepteurs ont été clonés chez I’humain (115, 116), la souris (116, 117) et le rat (118).
Ces récepteurs ont été identifiés, caractérisés et localisé€s au niveau testiculaire chez la
souris, le rat et I’humain (113, 114). Des analyses ont montrées la présence de
I’ARNm de ces récepteurs au niveau des cellules testiculaires somatiques incluant les
Leydig (114). D’ailleurs, IL-1 est connu pour jouer un role dans la régulation de la

stéroidogenese testiculaire (voir section 1.5.2.2.).

1.5.2.4 La régulation de Nur77 par les cytokines pro-inflammatoire

Bien que la voie principale de la régulation de la stéroidogenése se passe par la tige
hypothalamo-hypophysaire par [’intermédiaire de la LH, laquelle stimule Ia
production d’AMPc au niveau des cellules de Leydig, les cytokines, plus
spécifiquement I’IL-1, semblent elles aussi jouer un rdle dans la régulation de la
stéroidogenese et la fonction des cellules de Leydig. Beaucoup d’évidences pointent
la régulation de ’expression du facteur de transcription Nur77 par I’IL-1, ce qui
suppose que ce facteur de transcription pourrait &tre un élément trés important dans le
mécanisme d’action de cette cytokine dans la régulation de la stéroidogenese (voir
section 1.5.2.2). La relation entre les cytokines et Nur77 n’est pas du tout surprenante
due au fait que ce récepteur nucléaire est connu pour étre impliqué dans
’inflammation. L’expression de plusieurs génes inflammatoires est induite par ce
facteur de transcription (ex : MARCKS, NIK, IKKi/IKK) (109). En plus, NUR77 est
impliqué dans I’apoptose (cathepsin E) et dans le contrdle du cycle cellulaire (cyclin
D2) (109). Au niveau du macrophage, I’expression de Nur77 semble étre régulée par
le facteur nucléaire kappa B (NF-kB) (86), qui est connu pour étre activé par 1’]L-1
(54). En plus, I’'IL-1, qui est connue pour activer la stéroidogenese a une faible dose
au niveau des cellules de Leydig (19, 23), induit liexpression du géne Nur77 dans

d’autres types cellulaires comme les cellules corticotropes de I’hypophyse (88).
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1.6 Les facteurs de transcription

Les facteurs de transcription sont appelés ainsi a cause de leurs implications dans
I’initiation et la régulation de la transcription. Ce sont des protéines importantes pour
la transcription, soit en faisant partie de la machinerie transcriptionnelle basale, soit
en tant que facteurs s’activant spécifiquement suite a une stimulation. Les facteurs
activés suite a la stimulation peuvent étre déja présent dans la cellule, mais doivent
étre activés par un changement post-traductionnel, comme une phosphorylation, ou

bien étre synthétisés de novo en réponse a un signal biologique.

Parmi les facteurs spécifiques de la transcription, on distingue différentes familles
comme les récepteurs nucléaires et les facteurs homéotiques, qui se distinguent par
leur capacité a se lier a I’ADN. Ainsi, selon leur structure, les facteurs de
transcription peuvent étre divisés en quatre superclasses, soient la superclasse des
domaines basiques, la superclasse de protéines a doigts de zinc (ZnF), la superclasse
HTH (Hélice-Tour-Hélice), et la superclasse du feuillet-B. Une bréve description de

chacune de ces superclasses est présentée ci-dessous.

1.6.1 La superclasse des domaines basiques

Dans cette superclasse de facteurs de transcription, le domaine de liaison a I’ADN est
constitu¢ d’acides aminés basiques qui forment une hélice a lors de son interaction
avec I’ADN (83). Certains facteurs de transcription de cette superclasse sont connus
pour réguler la transcription génique au niveau des cellules de Leydig (83). Cette
superclasse de facteurs de transcription se subdivise en plusieurs classes, dont les

classes ZIP, HLH, HLH/ZIP et Hélix-Span-Hélix.

1.6.1.1 La classe de facteur de transcription ZIP

Cette classe contient plusieurs familles de facteurs de transcription comme la famille
AP-1, la famille CREB (cAMP response element-binding protein) et la famille
C/EBP (CCAAT/enhancer-binding protein) (83, 84). La famille C/EBP est
particuliérement intéressante car les facteurs lul appartenant sont connus pour étre

régulés par les cytokines (56, 57) et semblent avoir un réle au niveau des cellules de
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Leydig testiculaire (85). Cette famille est constituée de 6 membres : C/EBPaq, B, v, 9,
g, C (84). C/EBPP est le membre prédominant au niveau des cellules de Leydig (85).
En plus, D’expression de ce facteur de transcription correle avec le stade de
différenciation des cellules de Leydig (85). La LH, qui est connue pour étre
impliquée dans la régulation de la fonction des cellules de Leydig, stimule
I’expression de C/EBPB (85). D’autres études ont démontré I'implication de ce
facteur de transcription dans I’activité du promoteur du gene St4R dans la lignée de
cellules de Leydig cancéreuse MA-10 (22, 33). L’implication de C/EBPf dans la
régulation transcriptionnelle du gene STAR (22, 33, 85) ainsi que son activation par la

LH (85) lui confére un réle important dans la régulation de la stéroidogenése.

1.6.2 La superclasse du feuillet-p

Les deux membres de cette superclasse NF-kB et STATS sont des facteurs de
transcription exprimés au niveau des cellules de Leydig et impliqués dans des
processus de régulation importants (83). NF-kB est un facteur de transcription qui est
activé par I’1L-1 (32). Sa présence au niveau des cellules de Leydig (83) ainsi que la
présence de plusieurs éléments NF-«kB sur le promoteur Nur77 (86) suggere un role
pour ce facteur de transcription dans la régulation de I’expression de Nur77 par I’IL-
1. En plus, certains génes codants pour des enzymes stéroidogéniques sont connus
pour étre modulés au niveau transcriptionnel par certaines cytokines (12). Un
exemple des cytokines jouant un rdle dans la régulation de la stéroidogenese est la
cytokine pro-inflammatoire TNF-a (8, 12). Cette cytokine inhibe la stéroidogenese au
niveau des cellules de Leydig via I’activation transcriptionnelle de NF-xB (12).
L’inhibition de NF-kB bloque I’effet de TNF-a au niveau des cellules de Leydig. En
plus, des effets similaires a I’inhibition par la cytokine TNF-a sont observés lors de la
surexpression de la sous-unité p65 de NF-kB. Cette surexpression a inhibé la
transactivation de Nur77, ce qui suggére un rdle important de NF-xB dans la

suppression des geénes stéroidogénique lors d’une inflammation (12).
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1.6.3 La superclasse de protéines a doigts de zinc (ZnF)

Le nom de cette superclasse de facteurs de transcription vient de la structure formée
par les acides aminés du domaine de liaison a I’ADN, laquelle ressemble a un doigt
interagissant avec un ion zinc. Dans cette superclasse de facteurs de transcription, on
retrouve deux classes importantes: la famille classique a doigts de zinc et la famille

des récepteurs nucléaires.

1.6.3.1 La famille des récepteurs nucléaires

La superfamille des récepteurs nucléaires est composée de protéines actives au niveau
nucléaire capables de se lier a ’ADN afin d’activer ou d’inhiber ’expression de
genes cibles. Ainsi, 1ls transmettent des signaux hormonaux spécifiques. Le
fonctionnement de nombreux récepteurs nucléaires nécessite la liaison d’un ligand
qui va activer le récepteur qui pourra ainsi aller se lier a I’ADN. Ces récepteurs sont
connus pour leur activation par les hormones stéroidiennes et certains lipides
intracellulaires. Cependant, la vaste majorit¢ des récepteurs nucléaires sont appelés
orphelins car leur ligand n’est toujours pas identifié¢ et ils ne semblent pas en
nécessiter pour étre actifs. Il est donc possible que certains de ces récepteurs, surtout
ceux qui sont exprimés de novo suite a une stimulation, ne possedent pas de ligand et
qu’ils soient produits directement sous une forme active (44). Chez I'homme, 48

membres de cette superfamille ont €t identifiés (44).

1.6.3.2 Structure générale des récepteurs nucléaires

La taille des récepteurs nucléaires varie entre 40 et 100 kDa. D’un point de vue
structural, cette protéine se divise en 5 ou 6 domaines (A, B, C, D, E (F)). Le
domaine C, le plus conservé parmi les membres du groupe, représente le domaine de
liaison a I’ADN (ou DBD) qui contient les doigts de zinc. Le domaine E, de son coté,
représente la partie de la protéine qui peut lier le ligand (LBD). On trouve aussi au
niveau de ce récepteur des surfaces d’interaction avec des régulateurs
transcriptionnels. Ces surfaces sont surtout présentes au niveau des domaines B et E

et elles sont appelées: domaine de transactivation (44). A titre illustratif, une
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présentation des différentes familles des récepteurs nucléaires ainsi que de leurs
groupes et sous-groupes se retrouve au Tableau 1. Le facteur de transcription NR4A1,
appelé aussi NGFIB ou NUR77, est un membre de la famille NR4A. Ce récepteur
nucléaire est connu pour son implication aux niveaux du systéeme immunitaire, de
I’apoptose, du cycle cellulaire et de la régulation de la stéroidogenese (86). I1 est
connu pour activer I’expression des geénes importants pour la stéroidogenese suite a la
stimulation des cellules de Leydig par la LH (13, 14). Les cytokines semblent aussi
Jouer un réle dans P’activation de ce gene. Dans la prochaine partie, je vais décrire
plus en détails la famille NR4A et en particulier le membre NUR77 a cause de son
importance pour la stéroidogenese et de son lien étroit avec le systéme immunitaire et

les cytokines.

Tableau 1. Liste partielle de récepteurs nucléaires

Sous-famille 1: de la famille des hormones thyroidiennes

Groupe A: Récepteur des hormones thyroidiennes (Hormone thyroidienne)
1: Récepteur des hormones thyroides-a (TRa; NR1AT)
2: Récepteur des hormones thyroides-p (TR; NR1A2)
Groupe B: Récepteur de I'acide rétinoique (Vitamine A et composants associés)
1: Récepteur de I'acide rétinoique-o (RARa; NR1B1)
2: Récepteur de l'acide rétinoique-f (RARB; NR1B2)
3: Récepteur de l'acide rétinoique-y (RARy; NR1B3)
Groupe C: Peroxisome proliferator-activated receptor
1: Peroxisome proliferator-activated receptor-o (PPARa; NR1C1)
2: Peroxisome proliferator-activated receptor-p (PPARB; NR1C2)
3: Peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPARy: NR1C3)
Groupe D: Rev-erb
1: Rev-erba (Rev-erba; NR1D1)
2: Rev-erbf (Rev-erbf; NR1D2)
3: E75 (E75; NR1D3)
Groupe E: Récepteur de la drosophile
1: E78 (E78; NR1E1)
Groupe F: Retinoid-related orphan receptor
1: Retinoid-related orphan receptor-a (RORa; NR1F1)
2: Retinoid-related orphan receptor-f (RORf; NR1F2)
3: Retinoid-related orphan receptor-y (RORy; NR1F3)
4: HR3 et CNR3 (NR1F4)
Groupe G: Récepteur de Caenorhabditis elegans
1: CNR14 (CNR14; NR1G1)
Groupe H: Liver X receptor-like
1: Récepteur de I'ecdysone (EcR; NRI1HI)
2: Liver X receptor-p ou Récepteur B a l'oxystérol (LXRf; NR1H2)
3: Liver X receptor-o ou Récepteur o a 'oxystérol (LXRa; NR1H3)
4: Farnesoid X receptor (FXR; NR1H4)
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Groupe 1: Récepteur de la famille vitamine D
1: Récepteur de la vitamine D (VDR; NR111) (vitamine D)
2: Pregnane X receptor (PXR; NR112)
3: Constitutive androstane receptor (CAR; NR113)
Groupe J: Récepteur de la drosophile
1: DHR96 (DHR96; NR111)

Sous famille 2: Retinoid X Receptor-like

Groupe A: Hepatocyte nuclear factor-4 (Hnf4|HNF4)
1: Hepatocyte nuclear factor-4-a (HNF4a; NR2A1)
2: Hepatocyte nuclear factor-4-y (HNF4y; NR2A2)
Groupe B: Retinoid X receptor (RXRa)
1: Retinoid X receptor-a (RXRa; NR2B1)
2: Retinoid X receptor-f3 (RXRp; NR2B2)
3: Retinoid X receptor-y (RXRy; NR2B3)
4: Ultraspiracle (Usp; NR2B4)
Groupe C: Récepteur testiculaire
1: Récepteur testiculaire 2 (TR2; NR2C1)
2: Récepteur testiculaire 4 (TR4; NR2C2)
Groupe E: TLX/PNR
1: Homologue humain du géne de Drosophile tailless (TLX; NR2E1)
2: Géne de drosophile tailless (TLL; NR2E2)
3: Photoreceptor-Specific Nuclear Receptor (PNR; NR2E3)
Groupe F: COUP/EAR
1: Chicken ovalbumin upstream promoter-transcription factor I (COUP-TFI;
NR2F1)
2: Chicken ovalbumin upstream promoter-transcription factor 11 (COUP-TFII,
NR2F2)
6: ERBA-related 2 (EAR2; NR2F6)

Sous Famille 3: Récepteur des hormones stéroidiennes

Groupe A: Récepteur des cestrogenes (hormone sexuelle: (Estrogénes)
1: Récepteur des cestrogenes-o (ERa; NR3AT)
2: Récepteur des cestrogenes-B (ERB; NR3A2)
Groupe B: Estrogen related receptor
1: Estrogen related receptor-a (ERRa; NR3B1)
2: Estrogen related receptor-f (ERR[; NR3B2)
3: Estrogen related receptor-y (ERRy; NR3B3)
Groupe C: Récepteurs des 3-ketostéroides
1: Récepteur des glucocorticoides (GR; NR3C1) (Cortisol)
2: Récepteur des minéralocorticoides (MR; NR3C2) (Aldostérone)
3: Récepteur de la progestérone (PR; NR3C3) (hormone sexuelle: Progestérone)
4: Récepteur des androgenes (AR; NR3C4) (hormone sexuelle: Testostérone)

Sous Famille 4: Nerve Growth Factor IB-like

Groupe A: NGFIB/NURRI/NORI
1: Nerve Growth factor IB (NGFIB; NR4A1)
2: Nuclear receptor related 1 (NURR1; NR4A2)
3: Neuron-derived orphan receptor 1 (NOR1; NR4A3)

Sous Famille 5: Steroidogenic Factor-like

Groupe A: SFI/LRH]
1: Steroidogenic factor 1 (SF1; NR5AT1)
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2: Liver receptor homolog 1 (LRH1; NR5A2)
Groupe B: Récepteur de la drosophile
1: DHR39 (DHR39; NR5B1)
Sous Famille 6: Germ Cell Nuclear Factor-like

Groupe A: GCNI
1: Germ cell nuclear factor (GCN1; NR6AT)

Sous Famille 0: Divers

Groupe B: DAX/SHP

1: DAX-1 (NROB1)

2: Short heterodimer partner (SHP; NR0OB2)
1.6.3.3 La famille des récepteurs nucléaires NR4A
La famille NR4A, un sous-groupe de la superfamille des récepteurs nucléaires (NR),
est constituée de trois membres, soient NUR77 (NR4A1), NURR1 (NR4A2) et NOR-
1 (NR4A3). Les récepteurs nucléaires de la famille NR4A sont exprimés au niveau
d’une variété de tissus dont le muscle lisse (81), le muscle squelettique, le cceur, le

rein, le foie, les testicules (14), ’ovaire (87, 94), I’hypothalamus (102) et le cerveau

(103).

Les récepteurs nucléaires de cette famille sont considérés comme des genes a réponse
rapide (early responsive gene) et ne nécessitent pas la liaison d’un ligand pour étre
actifs. Ils peuvent activer I’expression des geénes d’une fagon constitutive. Ces
récepteurs se lient a des éléments présents dans la région promotrice des genes qu’ils
activent. IIs se lient sous forme monomérique a la séquence A/TAAAGGTCA, aussi
nommé NBRE (NGFI-B response element, NBRE) (78, 95) qui est trés similaire a
I’élément de liaison de SF-1, un facteur de transcription qui est connu pour son
implication dans la stéroidogenése (95). Les membres de cette famille peuvent aussi
s’homo- et s’hétérodimériser pour se lier a un autre élément qui a été identifié comme
NurRE (Nur-responsive element) et dont la séquence est la suivante:
TGATATTTXcAAATGCCA. On retrouve cet élément au niveau du promoteur du
géne de la POMC (pro-opiomelanocortin) dans les cellules corticotropes de
I’hypophyse (79, 97). Certains facteurs de la famille NR4A peuvent aussi

s’hétérodimériser avec le récepteur nucléaire RXR et se lier a un élément DRS (direct
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repeat 5). La dimérisation entre NR4A et RXR est sensible a la signalisation par

’acide rétinoique (80).

L’expression de ces récepteurs peut étre induite par différents stimuli comme les
acides gras, le stress, les facteurs de croissance, les cytokines, les hormones
peptidiques, les neurotransmetteurs, et les stimuli physiques (10). Les trois récepteurs
de cette famille sont trés conservés au niveau du domaine de liaison a I’ADN (91-95
%) et dans la région C-terminale au niveau du domaine de liaison du ligand (60%).
Le ligand, pour cette famille de récepteurs, demeure toujours inconnu; il est donc
considéré orphelin. Conséquemment, ’activité de ces récepteurs ne semble pas
nécessiter la présence d’un ligand. lls peuvent activer d’une fagon constitutive
plusieurs genes. Jusqu’a présent, les récepteurs nucléaires NR4A ont été impliqués
dans plusieurs processus physiologiques importants, dont le cycle cellulaire,
I’apoptose, les maladies neurologiques, stéroidogenese, I’inflammation, la

carcinogenese et 1’atherogenese (10).

Dans mes travaux de maitrise, je me suis particulierement intéressé au facteur
NUR77, présent dans les cellules stéroidogéniques au niveau testiculaire et de la
glande surrénale et qui semble jouer un rdle dans la régulation de la stéroidogenese

(voir section 1.6.3.4).

1.6.3.4 Le récepteur nucléaire NUR77

Dans la littérature, le facteur de transcription NUR77 est trouvé sous différent noms :
NR4A1, TR3, NGFI-B, N10, DHR38, NAK-1, et TIS1. Comme les membres de la
famille NR4A, I’expression de Nur77, un récepteur nucléaire orphelin dont le ligand
est toujours inconnu, est rapidement induite suite a la stimulation hormonale dans
différents tissus (10, 92). Au niveau de la glande surrénale, des cellules de granulosa
ovariennes et des cellules de Leydig, I’expression Nur77 est fortement induite par les
hormones qui stimulent ’expression des genes stéroidogénique dont I’ACTH dans la
surrénale (90) et la LH dans les granulosa et les Leydig (14, 87). Il n’est donc pas
surprenant que NUR77 ait été impliqué dans la régulation de I’expression de

plusieurs genes de la stéroidogenése, incluant le géne humain HASD3B2 (11, 71). Le
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mécanisme d’action de la LH commence par I’induction de la production d’AMPc au
niveau des cellules de Leydig. Ensuite, des facteurs de transcription activés par
I’AMPc vont induire I’expression de Nur77. Une fois induit, ce récepteur nucléaire
peut se lier a ’ADN de 3 différentes fagon : soit en forme de monomere sur I’élément
(NBRE) ou en forme d’homo- ou d’hétéro-dimére sur I’élément NurRE (voir section

1.6.3.3).

Le role de NUR77 ne se limite pas a la stéroidogenese. Il est largement distribué dans
Porganisme et on le retrouve au niveau de différents tissus, dont le muscle (81), la
surrénale, I’hypophyse, I’hypothalamus (102), I’ovaire (97, 94), le thymus, le cerveau
(103) et les testicules (14). NUR77 est connu pour son implication dans le systéme
Immunitaire et pour jouer un roéle au niveau de I’apoptose des cellules T (99, 100,
101). L’expression du gene Nur77 n’est pas seulement régulée par ’action de la LH.
D’autres agents connus pour stimuler I’expression de Nur77 dans d’autres tissus,
comme différentes cytokines, sont présents au niveau testiculaire. Tel que mentionné
précédemment (voir section 1.5.2), ces cytokines sont connues pour jouer un role
important dans I’inflammation et dans la régulation de la stéroidogenése testiculaire.
Ces cytokines pourraient donc aussi réguler ’expression de Nur77 au niveau des
cellules de Leydig. En effet, des données obtenues dans notre laboratoire par mon
collegue Xavier Ginger ont montré que I’expression de Nur77 est induite par I'lL-1a

(Figure 1.4).

On a bien vu que la LH ainsi que certaines cytokines activent 1’expression de Nur77
dans différents types cellulaires (voir section 1.6.3.4). La régulation par ces hormones
se fait par I’intermédiaire de facteurs de transcription qui iront activer le géne Nur77
en se liant a sa région promotrice. Plusieurs facteurs de transcription sont connus pour
réguler ’expression de Nur77 tels les membres de la famille AP-1 (ce qui inclut les
protéines JUN et FOS) (96) et la famille des protéines CREB (cAMP-responsive
element binding) (96). D’autres facteurs comme NF-kB (86) et MEF2 (58) peuvent
aussi réguler I’expression de Nur77. Des analyses du promoteur Nur77 chez la souris
et chez ’humain ont révélé des éléments NF-kB hautement conservés (86). Ces

¢léments NF-xB pourraient étre importants pour la régulation de I’expression de
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Nur77 par les cytokines inflammatoires puisque ce facteur de transcription est connu

pour étre activé par les cytokines comme 1’IL-1.

1.6.3.5. IL-1 induit ’expression de Nur77 au niveau des cellules de
Leydig immatures

Les interleukines, particulicrement IL-1, sont connues pour stimuler I’expression de
la protéine STAR et la stéroidogenese au niveau des cellules de Leydig immatures
(23, 24). NUR77 est connu pour réguler I’expression de genes codant pour une
variété d’enzymes stéroidogéniques (11, 12, 70, 71, 89) incluant Star (74). La
possibilité¢ que I’expression de Nur77 soit régulée par I'IL-1 a été testée dans notre
laboratoire. Des cultures primaires de cellules de Leydig immatures du rat ont été
traitées avec différentes doses d’IL-1a. Les résultats obtenus par PCR en temps réel
indiquent que le traitement avec 20 pg/mL pour une durée de 4 h induit une
augmentation de 6 a 7 fois du niveau ’ARNm de Nur77 (Fig. 1.4A). Des résultats
similaires on été obtenus lors de I'utilisation de différentes lignées cellulaires de
Leydig, soient MA-10 (3 fois d’activation) et mLTC-1 (9 fois d’activation). Dans les
cas des deux lignées cellulaires, une augmentation maximale est obtenue lors du
traitement d’une heure (Fig. 1.4B). L’IL-6 n’a pas eu d’effet sur le niveau d’ARNm
de Nur77. Ces résultats démontrent que 1’expression de Nur77 est induite par des

doses physiologiques de I’IL-1a au niveau des cellules de Leydig immatures.
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Figure 1.4. IL-10 induit I’expression de Nur77 au niveau des cellules de Leydig.
Les cultures de cellules de Leydig primaires (A) ou des lignées de cellules de Leydig,
MA10 et mLTC-1, (B) ont été incubées avec différentes doses d’IL-1a (20, 100, ou
1000 pg/mL) pour des périodes de 1 h ou de 4 h tel qu’indiqué. Les ARNSs totaux ont
été isolés et utilisés en PCR quantitatif en temps réel en utilisant des amorces
spécifiques pour I’ADNc de Nur77. Les résultats ont été corrigés avec ’ADNc de
Rpl19. Ces expériences ont été effectuées par Xavier Giner, étudiant a la maitrise au
laboratoire. Les résultats sont la moyenne de 4 expériences individuelles effectuées
en duplicata (:SEM).

1.7 Hypothése de recherche

Afin de mieux comprendre la régulation de la stéroidogenese par I’[L-1, j’ai décidé
d’analyser I’effet des facteurs de transcription NF-xB et C/EBP, lesquels sont des
effecteurs bien établis dans la voie de signalisation des cytokines, sur le promoteur

Nur77 en utilisant la méthode de transfection transitoire dans la lignée de cellules de
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Leydig immortalisées MA-10. Ces expériences pourront aider a mieux clarifier le
mécanisme d’action des L’IL-1 dans la régulation de la fonction des cellules de

Leydig.
Objectifs spécifiques :
1- Montrer que C/EBP et NF-kB activent le promoteur de Nur77

2-. Identifier les éléments de régulation de ces facteurs de transcriptions sur le

promoteur Nur77

Chapitre 2- Matériels et méthodes

2.1 Plasmides

La partie -1013 pb du promoteur Nur77 (Ngfi-B / Nr4al) du rat a ét¢ amplifiée par
PCR a partir de ’ADN génomique du rat en utilisant les amorces suivantes : en
amont (BamHI : site de clonage souligné), 5'-CGG GAT CCG CTA CTA CCT AGC
TTA GTG ACC-3', en aval (Kpnl site de clonage souligné), 5'-CTG GTA CCG CGT
GCG CTC TGC AAT CCT TC-3". Des délétions séquentielles 5° du promoteur
Nur77 (-747,-331, -276, -233, -121, et -65) ont été produites par PCR sur le fragment
de -1013 pb du promoteur Nur77 avec une amorce en aval commune contenant
Kpnl (Kpnl site de clonage souligné), (5°-CTG GTA CCG CGT GCG CTC TGC
AAT CCT TC-3'), et ‘les amorces en amont suivantes (BamHI : site de clonage
souligné) : -747 pb, 5'-CGG GAT CCG TAG TCA GCA GTG AAA CTG-3"; -331
pb, 5'-CGG GAT CCG TCT GGA AGC TGC TAT ATT TAG CC-3'; -276 pb, 5'-
CGG GAT CCG ATC AAA CAA TCC GCG CTC-3"; -233 pb, 5'-CGG GAT CCG
TCA CGC GCG CAG ACA TTC CAG-3'; -121 pb, 5'-CGG GAT CCT TGT ATG
GCC AAA GCT C-3"; et -65 pb CGG GAT CCA TGC GTC ACG GAG CGC TTA
AGA G-3'. Les différentes délétions de promoteur (-747, -331, -276, -233, -121 et -
65) ont été clonées dans un plasmide rapporteur de luciferase modifié pXP1 (77). Ces
constructions ont été produites par Nicolas Boucher, un étudiant a la maitrise qui

m’avait précédé dans le laboratoire. Sur la construction qui contient le fragment de -



29

1013 pb, des mutations (soulignés) ont été insérées. Celles-ci inactivent 1’élément
C/EBP 4 -110 pb (la séquence est mutée de ATGGCCAAAG a ATGGCCTTAG) et
’élément kB présent a -18 pb (la séquence est mutée de GGGGAGCCCC a
GGTTAGCCCC). Ces mutations ont été générées par mutagenese dirigée a ’aide de
la trousse QuikChange XL (Stratageéne, La Jolla, CA). Toutes les constructions
promotrices. (délétions et mutations) ont été confirmées par séquencage (Centre de
génomique de Québec, Le centre de recherche CHUQ, Québec, QC, Canada). Le
vecteur d’expression C/EBPB (76) a été fourni par Dr Steven McKnight (UT
Southwestern Medical Center at Dallas, Dallas). Les vecteurs d’expression NF-xB,
p50 et p65 (75), ont été fournis par Dr Richard Pope (Northwestern University
Feinberg School of Medicine, Chicago).

2.2 Culture cellulaire et transfection

Les lignées de cellules de souris mLTC-1 et TM3 ont été obtenues d’ATCC
(Manassas, VA, USA) et cultivées tel que recommandé. La lignée des cellules de
Leydig de la souris MA-10 (73) a été obtenue par le Dr Mario Ascoli (University of
lowa, lowa City, IA) et cultivée dans un milieu Waymouth's MB752/1 supplémenté
par 1.2 g/ de NaHCOs, 15% de sérum de cheval, et 50 mg/L de sulfates de
gentamicine et de streptomycine, a 37 °C dans 5% CO2. Les cellules MA-10 ont été
transfectées dans des plaques de 24 puits par la méthode de coprécipitations au
phosphate de calcium (72). Brievement, les cellules MA-10 sont distribuées afin
d’obtenir approximativement 120,000 cellules/puits le jour qui précede la
transfection. Le lendemain, le milieu est changé et les cellules sont transfectées avec
0.5 pg de la construction qui contient le promoteur Nur77 fusionné au gene
rapporteur de la luciférase (Firefly luciferase), 0.5 pg de vecteur d’expression qui
code pour divers facteurs de transcription sous le controle du promoteur
cytomégalovirus (CMV), 10 ng du vecteur phRL-TK (Renilla luciferase) qui est
utilisé comme contréle interne pour corriger pour ’efficacité de la transfection, et
pSP64 pour ajuster la quantité totale d’ADN transfectée a 1,5 pg/puits. Le lendemain,
le milieu est changé et le jour suivant les cellules MA-10 sont lysées et les activités

luciférase sont mesurées en utilisant le systeme d’essai luciférase a double rapporteur
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de Promega (Promega Corp, Madison, WI) et le luminometre Luminoskan Ascent
(Thermo Scientific, Milford, MA). Les résultats représentent au moins trois
expériences indépendantes, chacune effectuée en duplicata en utilisant différentes

préparations d’ADN.

2.3 Analyses statistiques

Les comparaisons entre 2 groupes expérimentaux ont été faites en utilisant le test ¢
d’un seul échantillon. Les comparaisons entre plusieurs groupes pour une
construction promotrice donnée (Figs. 3.5 et 3.6) ont été faites par le test d’analyse de
la variance a simple entrée suivi par le test de comparaison multiple de post-hoc
Newman-Keuls. Pour toutes les analyses statistiques, P < 0.05 a été¢ considéré
significatif. Toutes les analyses statistiques ont été faites en utilisant le logiciel

SigmaStat (Systat Software Inc, San Jose, CA).

Chapitre 3- Résultats
3.1 C/EBP} active le promoteur Nur77 -

Puisque C/EBPJ est connu pour étre activé en réponse a la stimulation par I’[L-1a au
niveau des cellules de Leydig immatures (56, 57), j’al testé la possibilité¢ que ce
facteur de transcription puisse activer le promoteur Nur77 du rat au niveau des la
lignée des cellules de Leydig de la souris cancérisées (MA-10). Le promoteur Nur77
est activé par le facteur C/EBPPB d’une fagon dose dépendante jusqu’a 2,3 fois tel que
montré a la Figure 3.1. Afin de localiser les €léments importants pour la réponse a
C/EBPB, des constructions représentant une série de délétions en 5> du promoteur
Nur77 ont été générées. Ensuite, ces constructions ont été co-transfectées aveé un
vecteur d’expression codant pour C/EBPp. Les délétions de -1013 pb jusqu’a -121 pb
n’ont eu aucun effet significatif sur 1’activation observée par C/EBPB (Fig. 3.2).
Cependant, une délétion jusqu’a -65 pb a complétement annulé ’activation par
C/EBPB. Cela signifie qu’au moins un €lément important pour I’activation par
C/EBP est présent entre -121 pb et -65 pb (Fig. 3.2). Des analyses de la séquence

entre -121 pb et -65 pb ont révélé la présence d’un motif a -110 pb
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(ATGGCCAAAQG) qm est similaire a un élément qui est connu pour étre un site de
liaison pour C/EBPB (RTTGCGYAAY) (69) tel que présenté a la Fig. 3.3A.
L’importance de ce motif a -110 pb dans I’activation du promoteur Nur77 par
C/EBPB a été vérifiée par mutageneése dirigée effectuée sur ce motif dans la
construction qui contient la plus grande partie du promoteur -1013 pb. Tel que montré
a la Fig. 3.3B, une construction du rapporteur contenant 2 nucléotides mutées a -110
pb au niveau du motif C/EBPB n’est plus activé par C/EBPB. Ainsi, I’élément

identifié a -110 pb est un nouveau motif important pour la réponse a C/EBPp.

| Promateur au RalNurTir.[ Luc]
] |

-1013 bp +45 bp
34 ma-10
(n=3) *

Fols d'activation

0.
C/EBPp 0 25 50 125 250 500(ng)

Figure 3.1. C/EBPJ active le promoteur Nur77 du rat.

Les cellules de Leydig MA-10 ont ¢été co-transféctées avec une construction
contenant le promoteur Nur77 de -1013 pb jusqu’a +45 pb et un vecteur d’expression
vide (barre blanche) ou bien différentes concentrations (25, 50, 125, 250, et 500 ng)
du vecteur d’expression C/EBPp. (barres noires). Les résultats montrent I’activation
par rapport au témoin (+ SEM). Un astérisque (*) indique une différence
statistiquement significative par rapport au témoin.
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Figure 3.2. Localisation de I’élément de réponse a C/EBPP au niveau du

promoteur Nur77.

Les cellules de Leydig MA-10 ont été co-transfectées avec des constructions
représentant différentes délétions en 5 du promoteur Nur77 du rat (I’extrémité 5’ de
chaque construction est indiquée a gauche du graphique) et soit un vecteur
d’expression vide (barres blanches) ou un vecteur d’expression pour C/EBPB a 500
ng/puits (barres noires). Les résultats montrent ’activation par rapport au témoin (£
SEM). Un astérisque (*) indique une différence statistiquement significative par

rapport au témoin (sans C/EBPp3).
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Nur77 CIEBP —~115 bp ATGGCCAAAG -106 bp
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Figure 3.3. L’¢élément C/EBP a -110 pb est suffisant pour D’activation du
promoteur Nur77 par C/EBPp.

(A) La séquence de 1’élément potentiel pour la liaison de C/EBP a -110 au niveau du
promoteur Nur77 est comparée a 1’élément C/EBPf identifi¢ par Osada en 1996 (69).
(B) Les cellules de Leydig MA-10 ont été co-transfectées avec soit un vecteur
d’expression vide (barres blanches), ou un vecteur d’expression pour C/EBPJ a 500
ng/puits (barres noires) combiné avec soit la forme sauvage (wild type) du promoteur
Nur77 (de -1013 pb a + 45pb) ou bien le méme rapporteur mais contenant une
mutation (ATGGCCAAAG a ATGGCCTTAG) dans 1’élément C/EBPB a -110pb
représenté par le cercle noir. L’élément muté est représenté par un grand X. Les
résultats montrent 1’activation par rapport au témoin (+ SEM). Un astérisque (*)
indique une différence statistiquement significative par rapport au témoin.

3.2 C/EBPf coopére avec NF-kB pour activer le promoteur Nur77

Puisqu’il a déja été¢ démontré que le promoteur Nur77 qu’il possédait un élément kB a
-427 pb auquel peut se lier le facteur de transcription NF-«B, un effecteur bien connu
dans la voie de signalisation de I’'[L-1, j’ai testé la possibilité que NF-kB puisse
activer et/ou coopérer avec C/EBPP dans la régulation transcriptionnelle de Nur77 au
niveau des cellules de Leydig. Des vecteurs d’expression codant pour C/EBPJ et
chacune des 2 sous-unités NF-kB (p50 and p65) ont été transféctées d’une facon
transitoire dans les cellules de Leydig MA-10 combinés avec un rapporteur Nur77 de
-1013 pb. Tel que montré a la Fig. 3.4, NF-xB (p50 et p65) seul n’a aucun effet sur

I’activité du promoteur Nur77. Cependant, une coopération menant a plus de 8 fois
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d’activation a été observée quand la sous-unité pSO de NF-kB a été combinée avec
C/EBPB (Fig. 3.4). Aucune coopération n’a €té observée entre C/EBPJ et p65. Ainsi,
C/EBPB et p50 cooperent dans la régulation transcriptionnelle de Nur77 au niveau
des cellules de Leydig. Cette coopération était confirmée au niveau des MA-10 (Fig.

3.4A) et des TM3 (Fig. 3.4B).
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Figure 3.4. C/EBPJ et la sous-unité pS0 de NF-«B coopérent pour activer le
promoteur Nur77.

Les cellules de Leydig MA-10 (A) et TM3 (B) ont été co-transfectées avec une
construction contenant la partie de -1013 a +45 pb du promoteur Nur77 de rat
combinée avec soit un vecteur d’expression vide (barre blanche), ou un vecteur
d’expression pour C/EBPB a 500 ng/puits et pour les 2 sous-unités NF-kB (p50 and
p65) seul ou en combinaison a 250 ng/puits (barres noires), tel qu’indiqué. Les
résultats montrent I’activation par rapport au témoin (= SEM). L’élément xB
précédemment caractérisé (86) et 1I’élément C/EBP identifi¢ dans cette étude sont
respectivement indiqués par un losange gris et un cercle noir. Les résultats montrent
I’activation par rapport au témoin (£ SEM). Un astérisque (*) indique une différence
statistiquement significative par rapport au témoin.
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3.3 Localisation de I’élément important pour la coopération entre

C/EBPp et p50.

Afin de localiser I’élément important pour la coopération entre C/EBPJ et p50, des
constructions représentant une série de délétions en 5° du promoteur Nur77 ont été
testées en réponse aux stimulations avec C/EBP et/ou p50 au niveau des cellules de
Leydig MA-10 (Fig. 3.5). La délétion de -1013 pb a -331 pb qui enleéve 1’élément «B
précédemment caractérisé et situé a -427 pb (86) n’a pas affecté la coopération entre
C/EBPB et p5S0 dans I’activation du promoteur Nur77. Une autre délétion jusqu’a -65
pb, qui enleve 1’élément C/EBP situé a -110 pb, n’était plus activée par C/EBPJ, mais
la coopération avec p50 a été maintenue (Fig. 3.5). Des analyses de séquence
effectuées sur le fragment de -65 pb ont révélé la présence d’un nouvel élément kB a
-18 pb (GGGGAGCCCC) qui pourrait étre suffisant pour la coopération entre
C/EBPB et p50 dans I’activation du promoteur Nur77 (Fig. 3.6A). L’importance des
¢léments C/EBP a -110 pb et kB a -18 pb pour la coopération entre C/EBPJ et p50
dans P’activation du promoteur Nur77 a été par la suite analysée en introduisant des
mutations dans chaque ¢lément au niveau de la construction contenant la partie de
promoteur Nur77 de -1013 pb. Tel que montré a la figure 3.6B, la mutation de
I’¢1ément C/EBP (a -110 pb) ou de I’élément kB (a -18 pb) individuellement n’a pas
affecté la coopération transcriptionnelle entre C/EBP et p50. Cependant, quand les
deux ¢léments sont simultanément mutés, la coopération transcriptionnelle entre
C/EBPB et pS0 disparait malgré la présence d’un élément kB intact a -427 pb.
L’ensemble de ces résultats indique que la coopération transcriptionnelle entre
C/EBP et p50 ne requiert pas 1’élément kB a -427 pb, mais nécessite au moins un
élément intact de C/EBP (a -110 pb) ou «B (a -18 pb) dans la partie proximale du

promoteur Nur77.
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Figure 3.5. Caractérisation de I’élément important pour la coopération
transcriptionnelle entre C/EBPf et p50 dans I’activation du promoteur Nur77.
Les cellules de Leydig MA-10 ont été co-transfectées avec des constructions
contenant différentes délétions en 5’ du promoteur Nur77 du rat (I’extrémité 5° de
chaque construction est indiquée a gauche du graphique) et un vecteur d’expression
vide (barres blanches) ou un vecteur d’expression pour NF-kB p50 a 250 ng/puits
(barres grises), C/EBPB a 500 ng/puits (barres rayées), ou les deux (barres noires).
L’élément kB précédemment caractérisé (86) et I’élément C/EBP identifié dans cette
étude sont respectivement indiqués par un losange gris et un cercle noir. Les résultats
montrent ’activation par rapport au témoin (£ SEM). Pour une construction
promotrice donnée, une lettre différente indique une différence statistiquement
significative.
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Figure 3.6. L’élément kB a -18 pb ou I’élément C/EBP a -110 pb est suffisant
pour la coopération entre pS0 et C/EBPP dans ’activation du promoteur Nur77.

(A) Les séquences des 2 ¢léments kB du promoteur Nur77 sont comparées avec des
séquences consensus pour la liaison de I’héterodimere NF-kB p65-pS0 et de
I’homodimeére p50-p50 (68). (B) Les cellules de Leydig MA-10 ont €té co-
transfectées avec un vecteur d’expression vide (barres blanches) ou un vecteur
d’expression pour NF-xB p50 a 250 ng/puits (barres grises), C/EBPB a 500 ng/puits
(barres rayces), ou les deux (barres noires) combinés avec la forme sauvage du
rapporteur Nur77 (-1013 pb a +45 pb) ou le rapporteur muté, soit au niveau de
I’élément C/EBP a -110 pb (ATGGCCAAAG a ATGGCCTTAGQG), soit au niveau de
I’élément kB a -18 pb (GGGGAGCCCC a GGTTAGCCCC), ou soit au niveau des 2
éléments (a 110 pb et a -18 pb). Les éléments kB (losanges gris) et 1’élément C/EBP
(cercle noir) sont indiqués dans le graphique. Les éléments mutés sont représentés par
un grand X. J’ai généré les constructions mutantes, mais les transfections transitoires
ont été effectuées par Xavier Giner. Les résultats montrent 1’activation par rapport au
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témoin (£ SEM). Pour une construction promotrice donnée, une lettre différente
indique une différence statistiquement significative.

Chapitre 4- Discussion

Les cytokines sont connues pour jouer un rdle dans la régulation de la fonction des
cellules de Leydig et de la stéroidogenese. L’IL-1 est présente au niveau testiculaire
et régule d’une fagon paracrine les fonctions des cellules de Leydig et la
stéroidogenése. NUR77, impliqué comme effecteur de différentes voies de
signélisation dans diftérents tissus (10, 92), régule aussi I’expression de certains
geénes codant pour des enzymes stéroidogéniques au niveau des cellules de Leydig
(11, 12, 70, 89). En plus, NUR77 est un facteur de transcription associ¢ a
I’inflammation et il est régulé par I’lL-1 dans certaines cellules (88). Au niveau des
cellules de Leydig, le mécanisme d’action régulant la transcription de Nur77 est
souvent associ€ a la stimulation hormonale par la LH (14). Cependant, la régulation
de P’expression de Nur77 par les cytokines comme I’IL-1 n’est pas bien étudiée et
reste a €tre completement €lucidée. Durant mes travaux de maitrise, j’ai trouvé que
les facteurs de transcription C/EBPB et NF-kB, deux effecteurs connus pour leur
implication dans la voie de signalisation des cytokines, coopérent ensemble dans
I’activation du promoteur Nur77. Le traitement des cellules de Leydig immatures
avec une concentration de 20 pg/ml d’IL-1a est connu pour augmenter la production
de testostérone et I’expression du gene Star (23). Cette stimulation ne s’observe
toutefois pas au niveau de cellules de Leydig adultes. De plus, a une plus forte dose,
’IL-1a peut avoir un effet inhibiteur sur la stéroidogenese (30). Ce double role de
I'IL-1a n’est toujours pas bien compris, mais I’effet inhibiteur a forte dose pourrait
€tre associ¢ a une situation inflammatoire durant laquelle cette cytokine est fortement
secrétée. L’effet activateur a faible dose d’IL-1a sur la production de la testostérone
et la spécificité d’action sur les cellules de Leydig immatures suggerent que I’'[L-1a
pourrait stimuler la dernieére étape de différenciation des cellules de Leydig (des
cellules de Leydig immatures vers les cellules de Leydig matures). Suite au

traitement a I’IL-lo, 1’augmentation dans la production de la testostérone est
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accompagnée d’une augmentation des niveaux d’AMPc, un second messager
important pour la fonction des cellules de Leydig (24). Une fois le niveau d’AMPc
augmenté, 1’induction de la production de la testostérone par I’IL-1a s’effectuerait par
les voies de signalisation PKA et Ca’" au niveau des cellules de Leydig (24). En plus
du fait que D’expression de Nur77 est induite par I’IL-1 dans d’autres types
cellulaires, au niveau de cellules de Leydig I’expression de Nur77 est induite par la
voie de I’AMPc qui implique I’activation de la protéine kinase A (PKA) et de la Cam
kinase (CaMK) (14, 108). Cela suggére donc que NUR77 peut contribuer au
mécanisme d’action d’IL-1a pour exercer un réle d’effecteur dans la régulation des
fonctions des cellules de Leydig et possiblement de leur différenciation. L’activation
de la stéroidogenése d’une fagon paracrine par I’IL-1 a, et la possibilité que cette
cytokine joue un réle dans la différenciation des cellules de Leydig, m’ont
particulierement intéressé. J’ai voulu mieux comprendre comment cette cytokine

pourrait activer le promoteur Nur77 au niveau des cellules de Leydig.

Afin de mesurer I’effet stimulateur de I’IL-la sur le promoteur Nur77, des
transfections transitoires ont été effectuées en utilisant un rapporteur contenant un
fragment de -1013 pb du promoteur Nur77. La lignée de cellules de Leydig
immortalisée MA-10 a donc été transfectée avec ce vecteur. Ces cellules ont ensuite
été stimulées a I’[L-1a. Malheureusement, aucune augmentation significative de
I’activité du promoteur Nur77 n’a été observée lors de ces essais (mes données non
montrées). Cela pourrait s’expliquer par le fait que I’IL-1a n’active que faiblement le
promoteur Nur77 rendant difficiles les études statistiques. Par contre, une approche
de PCR en temps réel a permis d’observer une augmentation des niveaux d’ARNm
du gene Nur77 non seulement dans les cellules immortalisées MA-10 et mLTC-1,

mais aussi dans des cellules de Leydig primaires (Fig 1.4).

Le promoteur Nur77 a été isolé chez plusieurs especes incluant la souris, le rat et
I’humain. Plusieurs facteurs de transcription ont €t¢ impliqués dans la régulation de
’activité du promoteur Nur77 dont AP-1 (59, 96), CREB (96), MEF2 (58), et NF-«xB
(86). Les facteurs de transcription C/EBPB et NF-xB sont des effecteurs bien établis
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dans la voie de signalisation des cytokines incluant I’'IL-1a (54, 56, 57). Le fait que
ces deux facteurs de transcription soient exprimés au niveau des cellules de Leydig
(12, 85) souleve la possibilité qu’ils soient impliqués dans 1’induction de I’expression
de Nur77 par 'IL-1a. Afin de vérifier cette hypothese, j’ai testé I’effet des facteurs de

transcription C/EBPf et NF-«xB seul et en combinaison sur le promoteur Nur77.

Cette approche m’a permis de mettre en évidence un role pour C/EBPB dans
’activation du promoteur Nur77 dans les cellules de Leydig, ainsi que le fait que
cette activation nécessite la présence d’un nouvel élément C/EBP que j’ai localisé a la
position -110 pb. En plus, j’ai trouvé que C/EBPPB peut coopérer avec NF-xB pour
stimuler davantage le promoteur Nur77. Cette coopération ne nécessite pas la
présence de I’élément kB précédemment identifié sur le promoteur Nur77 a -427 pb
(86), mais j’ai localis¢ la présence d’un nouvel élément kB a -18 pb qui, lui, participe
a cette coopération. La séquence de cet élément (GGGGAGCCCC) ressemble plus a
la séquence du site de liaison consensus de I’homodimére NF-xB p50-p50
(GGGGATYCCC) qu’a celle de I’héterodimere NF-xB p65-p50 (GGGRNWTTCC)
(68). Cela s’accorde avec le fait que la coopération transcriptionnelle avec C/EBPf
sur le promoteur Nur77 a été spécifiquement observée avec la sous-unité¢ p50 du
facteur de transcription NF-xB. Cependant, on ne peut pas exclure la possibilité que
la p50 produite a partir du vecteur d’expression pourrait hétérodimériser avec la sous-
unité p65 endogene présente dans les cellules de Leydig. En plus, C/EBP est connu
pour coopérer avec |’homodimere p50-p50 dans Iactivation de I’expression d’autres
promoteurs (45, 48, 50, 98). D’un autre coté, la sous-unité p65 ne coopere pas avec
C/EBPJ dans I’activation du promoteur Nur77 et, lorsque présente, supprime la
coopération entre C/EBPP et la sous-unité¢ pS0. Une suppression similaire a été
rapportée au niveau du promoteur de la protéine C réactive (98). Plusieurs
explications sont possibles. Par exemple, la suppression en présence de p65 suggere
que c’est seulement I’homodimére p50-p50 qui peut cooperer avec C/EBPP dans
I’activation du promoteur Nur77. Ainsi, p65 s’hétérodimérisant avec p50 empéche
I’homodimérisation des sous-unités p50 entre elles. Une autre explication possible est

que la sous-unité p65 est déja présente a un niveau suffisant dans les MA-10 pour
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s’associer avec C/EBPP et avec la sous-unité p50 exprimée de fagon exogene. En
outre, la surexpression de p65 pourrait causer une titration de facteurs de transcription
et coactivateurs importants pour I’activité du promoteur Nur77 au niveau des cellules
MA-10. Des ¢études montrent I’implication de p65 dans la suppression
transcriptionnelle de différents genes par un mécanisme similaire impliquant la
compétition pour une quantité limitée de coactivateurs (111, 112). NF-xB seul ne
semble avoir aucun effet activateur sur le promoteur Nur77 au niveau des cellules de
Leydig. La coopération entre C/EBPJ et p50 sur le promoteur Nur77 nécessite la
présence d’au moins un de ces deux éléments : C/EBPJ (-110 pb) ou p50 (-18 pb). En
effet, la coopération est abrogée uniquement lorsque les deux éléments sont
simultanément mutés. Cela suggere fortement que cette coopération serait le résultat
d’une interaction protéine-protéine entre les deux facteurs de transcription dans les
cellules de Leydig. En effet, il y a beaucoup de données dans la littérature qui
rapportent une interaction protéine-protéine entre C/EBPJ et chaque sous-unité de
NF-xB dans différents contextes (34, 38, 42, 43, 50, 98). Mes résultats suggerent
ainsi que NUR77 pourrait étre un nouvel effecteur dans la voie de signalisation des
cytokines dans les cellules de Leydig. Davantage d’études doivent étre faites afin de
mieux comprendre la voie de signalisation de I’IL-1a au niveau de cellules de Leydig

testiculaire.

Chapitre 5- Conclusion et perspectives

L’objectif de mes travaux de maitrise était d’analyser ’effet des facteurs de
transcription C/EBPf et NF-«xB, deux effecteurs connus pour leur implication dans la
voie de signalisation des cytokines, sur le promoteur Nur77 au niveau des cellules de
Leydig. Cette étude a été faite afin de mieux comprendre le mécanisme d’action de
I’IL-1a dans la régulation des fonctions des cellules de Leydig. J’ai trouvé que les
facteurs de transcription C/EBPB et NF-kB coopérent ensemble dans I’activation du
promoteur Nur77. Cette coopération nécessite la présence d’au moins un des deux
éléments nouvellement identifiés dans cette étude C/EBP (a -110 pb) ou p5S0 (xB a -

18 pb). L’activation du promoteur Nur77 par ces facteurs de transcription appuie mon
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hypothese selon laquelle NUR77 peut étre un effecteur dans la voie de signalisation
des cytokines comme I’IL-1a. Cependant, d’autres expériences doivent étres faites
pour le confirmer. Par exemple, des expériences de petit ARN a interférence (SiRNA)
afin de bloquer la traduction, et donc les niveaux de C/EBPJ et p50, pour ensuite
mesurer le niveau de réponse de Nur77 (par PCR temps réel) a I’IL-1a. De plus, des
¢tudes d’interactions protéines-ADN in vitro (par rétention sur gel) et in vivo (par
immunoprécipitation de la chromatine) devront étre réalisées afin de confirmer que
C/EBPf et p50 peuvent se lier a leurs éléments respectifs, que j’ai identifiés au cours
de mes travaux. Une confirmation d’une interaction protéine-protéine directe entre
C/EBPB et p5S0 dans les cellules de Leydig doit aussi étre démontrée. Cela pourrait se
faire par une approche in vitro de type double hybride ou pull-down et in vivo par co-
immunoprécipitation. D’autres facteurs de transcription potentiels pourraient aussi
étre impliqués dans cette coopération et devraient étre étudiés pour voir leurs effets
sur le promoteur Nur77. Au niveau du promoteur Nur77, on retrouve des éléments de
liaison pour des facteurs de transcription qui sont connus pour étre activés par les
cytokines. Je pense entre autres a deux éléments AP-1 au niveau du promoteur Nur77
(59, 96), un facteur de transcription pouvant étre activé par IL-1a (54). AP-1 pourrait
tres bien contribuer a la régulation transcriptionnelle de Nur77 en association avec
C/EBPB et NF-kB p50. L’ensemble de mes travaux en association avec les
expériences proposées permettraient d’avoir une meilleure compféhension des
mécanismes par lesquels C/EBP et pSO contribuent a la transcription de Nur77 au

niveau des cellules de Leydig.
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