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Résumé de la these

Un certain nombre d’études épidémiologiques ont montré au cours des cinquante
dernieres années une augmentation des infertilités, des malformations de ['appareil
reproducteur masculin et des cancers testiculaires. Une des hypothéses est que, I’exposition
durant la vie foetale ou néonatale a des composés présents dans I’environnement capables
d’interférer avec le systéeme hormonal (perturbateurs endocriniens), serait responsable de
I'augmentation de l'incidence de ces pathologies. Les molécules qui sont suspectées d’avoir
des effets néfastes a long terme sur le tractus génital méale posseédent des activités de type
estrogénique ou antiandrogénique. Parmi les mécanismes impliqués dans |'effet a long
terme, un certain nombre d’auteurs mettent en avant l'intervention de mécanismes de type
épigénétiques. Dans ce contexte, nous avons utilisé deux types de modeles expérimentaux
reposant sur I'exposition développementale de rats a ces composés : un modele d’exposition
néonatale a un estrogéne (estradiol benzoate) et un modele d’exposition fcetale a un
antiandrogene (flutamide). Les deux modeéles expérimentaux induisent chez le rongeur un
phénotype d’hypospermatogenese. Dans le cas de l’exposition néonatale a I'estradiol
benzoate nous montrons que I'hypospermatogenese observée chez les animaux a I'age
adulte est due a I'activation chronique de I'apoptose des cellules germinales testiculaires.
Cette apoptose mettrait en jeu, par un mécanisme post-transcriptionnel, la diminution a
long terme de I'expression de protéines clés de la machinerie épigénétique de méthylation
de I’ADN, les ADN méthyltransférases (DNMT 3A, 3B et 1), et du facteur antiapoptotique,
MCL-1. D’un point de vue fonctionnel, la chute d’expression des DNMTs se traduit
notamment par I'augmentation d’expression des éléments transposables LINE-1 et du géne
Ibtk normalement contrdlés par méthylation de I’ADN. En amont, la chute d’expression des
DNMTs et de MCL-1 serait dépendante de I'augmentation d’expression d’autres effecteurs
épigénétiques, les microRNAs de la famille miR-29. Dans le cas, de I'exposition in utero au
flutamide, notre travail indique que I'apoptose chronique des cellules germinales serait liée
a la diminution a long terme de I'expression des inhibiteurs d’apoptose clAP1 et clAP2, et
une augmentation d’expression de leur inhibiteur SMAC/DIABLO. En revanche, I'absence de
mort des cellules somatiques testiculaires (Sertoli et Leydig) dans ce modeéle serait due a

I"augmentation d’expression spécifiquement dans ces cellules des inhibiteurs d’apoptose
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XIAP et SURVIVIN. Par ailleurs, le phénotype d’apoptose observé a I’'age adulte impliquerait
également une altération précoce de I'expression des DNMTs.

En conclusion, nous apportons une réponse mécanistique au phénotype de programmation
foetale/néonatale d’apoptose des cellules germinales testiculaires adultes. En effet,
I’'augmentation des miR-29s provoquerait : (1) une chute d’expression des DNMTs altérant
ainsi le profil de méthylation des genes, et (2) une chute d’expression de facteurs protégeant

les cellules germinales contre I'apoptose comme le facteur MCL-1.
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Avant-propos

Un certain nombre d’études épidémiologiques ont indiqué que le risque de développer
certaines pathologies (pathologie métaboliques, cancers, autres) pourrait provenir
d’altérations survenant durant les périodes (fcetale, néonatale) de développement de
I'organisme. A partir de ces observations, il a été proposé un concept général dans lequel,
certains évenements qui ont lieu pendant les périodes de plasticité (feetale, néonatale) sont
mémorisés par I'organisme en développement et peuvent se révéler a I’'age adulte, lorsque
les fonctions des organes sont fixées, par le déclenchement d’une pathologie. On parle ainsi
de concept de programmation développementale des pathologies adultes.

En ce qui concerne les atteintes de I'appareil reproducteur masculin, les études
épidémiologiques ont montré lors de ces cinquante dernieres années une détérioration de la
qualité et de la production de sperme en association avec une augmentation des
malformations de ['appareil reproducteur (hypospadias, cryptorchidies) et du taux de
cancers testiculaires. Il a été suggéré que ces altérations seraient liées entre elles et
constitueraient le syndrome de dysgénésie testiculaire (SDT). Ce syndrome résulterait d’'une
exposition durant la vie foetale/néonatale a des composés présents dans I'environnement
qui affectent le systéeme hormonal: les perturbateurs endocriniens (PEs). Ainsi, les PEs
induiraient des altérations développementales conduisant a la programmation a long terme
des pathologies du tractus génital male. Les liens directs entre I'exposition aux PEs et le SDT
sont difficiles a appréhender chez I’'homme. En revanche, les modeles expérimentaux
développés chez le rongeur établissent un lien clair entre une exposition développementale
a des composés modélisant I'action des PEs ou aux PEs a activité antiandrogénique ou
estrogénique (ex. pesticides, produits industriels) et les altérations similaires au SDT
(hypospermatogenése, malformations du tractus génital). Mais a ce jour, les mécanismes
moléculaires expliquant ces altérations ou leur induction a long terme ne sont pas encore
bien connus, bien que par des approches globales certaines études aient impliqué des
mécanismes épigénétiques dans I'effet a long terme des PEs. Lorsque j’'ai débuté mon travail
de these les questions restant ouvertes étaient : (i) est-ce que I'expression des effecteurs
épigénétiques ADN méthyltransférases est modifiée aprés exposition développementale aux

PEs ?, (ii) si 'expression des DNMTs est altérée, est-ce que cette perturbation a un impact
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fonctionnel ?, et (iii) quels pourraient étre les mécanismes en amont qui contribuent a
altérer I'expression des DNMTs ?

Dans ce contexte, sera présenté dans ce mémoire mon travail de thése qui a permis
de mettre en évidence lI'implication des effecteurs épigénétiques et apoptotiques dans
I’hypospermatogenése induite a long terme aprés exposition développementale a des
composés reproduisant I'action des perturbateurs endocriniens environnementaux
(estrogénique et antiandrogénique). La premiére partie de ce travail, a donc consisté a
mettre en place un modéle d’exposition néonatale de rats a un estrogene (estradiol
benzoate). La partie suivante, a été consacrée a décrire le processus apoptotique des cellules
germinales testiculaires, mais également d’en comprendre les mécanismes via I'implication
des ADN méthyltransférases dans ces altérations. Enfin, ce travail a été complété par la
description des mécanismes apoptotiques et de l'intervention des ADN méthyltransférases
dans un modele d’exposition in utero a un antiandrogéne (flutamide) déja développé au sein
du laboratoire.

Dans le cadre de ma thése, j'ai également été amené a travailler sur d’autres projets (voir

liste des résultats et articles en annexe).
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| - Les fonctions testiculaires

Généralités

L'appareil reproducteur male est constitué (figure 1) :

de deux testicules (ou gonades males) qui assurent deux fonctions essentielles : la
production des gametes males et des hormones sexuelles males.

des voies excrétrices (canaux efférents, épididyme, canaux déférents) constituées
des voies spermatiques intra et extra testiculaires permettant I'acheminement des
spermatozoides.

des glandes annexes (vésicules séminales, prostate et glandes de Cowper)
contribuant a la sécrétion du liquide de transport et de nutrition des spermatozoides,
permettant de constituer avec ces derniers le sperme.

du tractus uro-génital formé par |'urétre (prostatique, périnéal et pénien) qui s'ouvre

a I'extérieur par le méat urinaire.

Péritoine Colon
sigmoide
Vessie
Rectum

Symphyse pubienne
Vésicule séminale

Canal éjaculateur

Uretre prostatique Prostate
Pénis Glande de Cowper
Anus

Urétre pénien
Canal deferent

Epididyme

Testicule

Méat urinaire  __— : . Scrotum

Figure 1. Structure de I'appareil reproducteur masculin chez ’homme.
(d’aprés http://kcampbell.bio.umb.edu/Oct01gifs/Malerepr.gif)

Les testicules, les épididymes, les vésicules séminales et la prostate sont des organes dits

hormono-dépendants, ce qui signifie que leur développement et leur fonctions sont

contrélés de maniere étroite par les hormones, principalement les androgenes et les

estrogenes.
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2 Letesticule

Le testicule est un organe qui possede une double fonction: il assure Ia
gamétogenese male ce qui constitue sa fonction exocrine, et une fonction endocrine de
production et sécrétion des hormones sexuelles chez I'homme (Dadoune and Demoulin,
2001).

Le testicule est présent sous forme d'organes ovoides pairs logés dans une poche
revétue d'une peau appelée scrotum (figure 1 et 2). Chaque testicule est suspendu dans le
sac scrotal par le cordon spermatique constitué du canal déférent, des vaisseaux sanguins et
lymphatiques ainsi que des fibres nerveuses. Le testicule est protégé par une épaisse capsule
conjonctive qui I'entoure appelée albuginée (figure 2). Au niveau de la partie supérieure du
testicule, I'albuginée s'épaissit pour s'enfoncer ensuite dans le testicule afin de former une
structure fibreuse appelée corps de Highmore. A partir du corps de Highmore, des cloisons
conjonctives (septa testis) partent en rayon permettant de délimiter entre 200 a 300 lobules
testiculaires. Au sein de chaque lobule testiculaire on peut trouver de 2 a 4 tubes
séminiferes (Holstein et al. 2003).

Ainsi, sur une coupe transversale de testicule on observe un ensemble de tubes
séminiferes séparés les uns des autres par un espace interstitiel. Ces deux compartiments
assurent des fonctions distinctes : le compartiment tubulaire constitué par les tubes
séminiferes permet la formation des spermatozoides tandis que I'espace interstitiel permet
la production d'hormones dont la principale est la testostérone.

Une fois produits les spermatozoides sont libérés dans la lumiére du tube séminifére
et sortent du testicule par un réseau de canalicules (rete testis) ou convergent les tubes
séminiferes (figure 2). Les spermatozoides poursuivent ensuite leur maturation aprés avoir
emprunté alors les canaux efférents pour rejoindre I'épididyme. C'est au niveau de
I'épididyme grace a l'activité sécrétoire des cellules qui le constituent que les

spermatozoides acquiérent leur mobilité et deviennent fécondant (Soler et al. 1994).
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Epididyme
Canaux Canal
efférents épididymaire
Canal
Rete testis deférent
Corps
Tubes Aisl
séminiféres d'Highmore
Tube droit
Lobe
testiculaire
Albuginée Septa testis

Scrotum

Figure 2. Représentation schématique de la structure interne du testicule.
(d’apres http://www.embryology.ch/images/uimggenital/u3diffmorpho/u3o_stroma.gif)

Afin de décrire les deux types de fonctions testiculaires (exocrine et endocrine), nous
allons dans un premier temps décrypter la fonction exocrine a travers la structure de tube
séminifere au sein duquel se déroule le processus de spermatogenese. Au sein du tube
séminifere nous décrirons également le réle majeur des cellules de Sertoli qui jouent un role
de soutien des cellules germinales au cours de la spermatogenése et le role des cellules de
Leydig dans la fonction endocrine du testicule. Nous reviendrons sur quelques données
développementales concernant les origines des types cellulaires majoritaires du testicule
pendant la vie foetale. Finalement, nous traiterons du contrdle endocrine et paracrine des

fonctions testiculaires.

3 e compartiment tubulaire et la fonction exocrine du testicule

3.1 Laspermatogenese au sein des tubes séminiféres

3.1.1 Structure des tubes séminiféres

L'épithélium séminifere est un épithélium stratifié formé par I'association deux types
de cellules majoritaires : les cellules germinales, a différents stades de développement qui
participent au processus de spermatogenése et les cellules de Sertoli, des cellules
somatiques jouant le role de cellules de soutien aux cellules germinales (figure 3) (Holstein

et al. 2003).
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Figure 3. Structure des tubes séminiféres.
(d’apres http://www.colorado.edu/intphys/Class/IPHY3430-200/image/figure20f.jpg).

Au niveau de [I'épithélium séminifere, les cellules germinales sont hautement
organisées et suivent une maturation dite "centripéte". En outre, les cellules germinales les
moins différenciées sont situées prés de la lame basale en périphérie du tube séminifere,
tandis qu'au cours de leur maturation les cellules différenciées se dirigent vers la lumiere du
tube séminifere (figure 3) (Holstein et al. 2003).

Le compartiment tubulaire est limité par une gaine (membrana propria) constituée
d'une lame basale, de tissu conjonctif et de fibroblastes. Une partie de ces fibroblastes
contient des filaments contractiles ce qui constitue les cellules péritubulaires myoides
(Maekawa et al. 1996). Ces cellules par leur activité contractile permettent I'expulsion des

spermatozoides qui ne sont pas encore mobiles dans le testicule.

3.1.2 La spermatogenése

La spermatogeneése est le processus par lequel les cellules germinales se différencient
afin de donner les spermatozoides. Ainsi, des cellules germinales diploides (2n
chromosomes), les spermatogonies souches, permettent de donner des gameéetes masculins
haploides (n chromosomes), les spermatozoides. Ce processus de maturation des cellules

germinales a lieu dans le tube séminifere.
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D'un point de vue fonctionnel la spermatogenése peut étre scindée en trois phases

impliquant des types de cellules germinales différents (figure 4) :
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Figure 4. Les événements cellulaires au cours des différentes phases de la spermatogenése.

(d’apres Lie et al. 2009). (a) La phase proliférative : elle implique les spermatogonies de type A et B au niveau
du compartiment basal de I'épithélium séminifére, leur division mitotique permet de renouveler le stock de
spermatogonies de type A mais également par divison des spermatogonies de type B de donner les
spermatocytes primaires préleptotenes qui vont subir la méiose, (b) La phase méiotique : aprés avoir franchi les
jonction serrées de la barriere hémato-testiculaire les spermatocytes primaires (type I) subissent la méiose | (Ml)
pour donner des spermatocytes secondaires (type Il) qui subissent la méiose Il (Mll) aboutissant a la formation
de spermatides rondes, (c) La phase de spermiogenése : par un processus de maturation elle permet de passer
des spermatides rondes aux spermatides allongées qui libérées dans la lumiére du tube séminifére par le

processus de spermiation donnent le spermatozoide (BTB : Barriéere hémato-testiculaire, SC : cellule de Sertoli).

- La phase proliférative :
C'est la premiere phase de la spermatogenese reposant sur la mitose des cellules

germinales souches : les spermatogonies. La division mitotique des spermatogonies de type
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A qui a lieu de maniere continue permet le maintien et le renouvellement de I'épithélium

séminifere (Holstein et al. 2003).

As
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A2

'
A3

'
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spermatogonie type In { |
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Figure 5. Le renouvellement et les cycles de division des spermatogonies
(d’aprés de De Rooij 2001) As : spermatogonies de type A isolée (single), Apr : spermatogonies de type A
appariée (paired), Aal : spermatogonies de type A alignées (aligned) de 2 a 16 divisions (Aal-2-16), In :

spermatogonie intermédiaire, B : spermatogonie de type B.

Au départ, une spermatogonie indifférenciée et isolée de type As (single)
appartenant au stock de cellules germinales souches au se divise de maniere asymétrique en
2 cellules filles : une spermatogonie de type As qui permet le maintien du pool de
spermatogonies souches et une spermatogonie de type appariée Apr (paired) (de Rooij
2001). Ces dernieres subissent plusieurs cycles de divisions mitotiques successifs en passant
par différents stades de spermatogonies A (Apr->Aal->A1->A2->A3->A4) dont les stades de
spermatogonies alignées (Aal) ce qui permet d’aboutir aux spermatogonies In intermédiaires
qui se divisent en spermatogonies de type B (figure 5). Une mitose finale des
spermatogonies de type B permet de donner naissance aux spermatocytes primaires

(spermatocytes 1) dits préleptoténes.

- La phase méiotique :
Durant cette seconde phase, le processus de méiose permet de passer de

spermatocytes primaires (spermatocytes 1) diploides (2n chromosomes, 2 chromatides), a
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des spermatocytes secondaires (spermatocytes |IlI) haploides (n chromosomes, 2
chromatides) qui se différencient ensuite en spermatides haploides (n chromosomes, 1
chromatide).

La méiose est ainsi constituée d'une succession de deux divisions cellulaires
consécutives. La premiére division méiotique (méiose |) ou division réductionnelle comporte
une prophase | longue (se subdivisant en 5 stades : leptotene, zygoténe, pachyténe,
diplotene et diacinese), la métaphase |, I'anaphase | et la télophase I. Au cours de la
prophase | a lieu le brassage génétique (par crossing-over) qui assure la diversité génétique
des gametes. De cette maniere, les spermatocytes | (2n chromosomes, 2 chromatides)
donnent des spermatocytes Il (n chromosomes, 2 chromatides). Ces spermatocytes Il
subissent la seconde division méiotique (méiose IlI) ou division équationnelle ou les
chromatides sceurs se répartissent entre les deux cellules filles : les spermatides rondes (n

chromosomes, 1 chromatide).

- La spermiogenése :

Au cours de cette phase les spermatides rondes immatures se différencient en
spermatozoides (figure 6). Lors de leur différenciation en spermatozoide les spermatides
vont subir plusieurs modifications et changements morphologiques. Tout d'abord leur noyau
se condense et se place en position sous-membranaire. On assiste également au
remplacement des histones par des protéines nucléaires plus basiques puis des protamines.
L'acrosome se forme par le rassemblement des vésicules de I'appareil de Golgi, il contiendra
notamment les enzymes protéolytiques nécessaires lors de la fécondation. Au niveau de la
partie proximale, les mitochondries s'assemblent en spirale au niveau de la piece
intermédiaire. Le flagelle se développe a partir du centriole distal. Des microtubules se
développement en arriere de l'acrosome et les corps résiduels (fragments de cytoplasme
non utilisés) seront éliminés par la cellule puis phagocytés par les cellules sertoliennes. Au
cours de la spermiogenese, la téte des spermatides fait face au compartiment basal des
tubes séminiferes et la derniere étape consiste en la translocation des spermatozoides de la
partie adluminale du tube séminiféere vers la lumiere du tube. Cette phase de libération des
spermatozoides matures qui se détachent de la cellule de Sertoli dans la lumiere du tube

séminifere est appelée spermiation.
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Figure 6. Les différentes phases de la spermiogenése
(d’apreés http://www.ccs.k12.in.us/chsBS/kons/kons/images/spermiogenesis.jpg)
3.1.3 Les stades spermatogéniques et cinétique de la spermatogenése
Un cycle de I'épithélium séminifere est divisé en stades spermatogéniques définis par
les associations spécifiques entre cellules de Sertoli et cellules germinales a différentes
phases de maturation, c'est grace a I'état de différenciation des cellules germinales qu'il est

possible de distinguer ces stades (figures 7 et 8).
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Figure 7. Différences entre le rat et I'nomme au niveau des stades le long de I'épithélium séminifére
(d’aprés http://www.infertile.com/images/publicat/maleage/figured.jpg) (A) Succession a intervalles
réguliers des stades de I'épithélium séminifére chez le rat et mise en évidence d'un seul stade lors d'une coupe
transversale, (B) Succession irréguliere des stades de I'épithélium séminifére chez I'homme et mise en évidence
de plusieurs stades sur une coupe transversale.

Chez lI'animal, au sein d'un méme tube séminifére Il'ensemble des stades

spermatogéniques se déroulent de maniere séquentielle le long de I'axe longitudinal du tube
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séminifere. De ce fait, un méme stade occupe toute la section transversale d'un tube
séminifere. A l'inverse, chez I'homme le patron des stades spermatogéniques n'est pas
organisé en vagues ordonnées ce qui fait qu'au niveau d'une section transversale de tubule
séminifere humain on retrouve trés souvent une mosaique de stades associés (figure 7).
Chez les mammiféres le nombre de stades peut varier d'une espéce a l'autre : 12 (I a
XIl) chez la souris, 14 (I a XIV) chez le rat (figure 8) et 6 (I a VI) chez I'homme (Clermont
1972). La production de spermatozoides se fait de facon permanente et en continu car le
processus de spermatogeneése ne se fait pas de fagon simultanée en tous les points du tube
séminifere. La durée du cycle de I'épithélium séminifére est définie par le temps qui sépare

deux salves d'entrée des spermatogonies dans la spermatogenése au méme endroit du tube.
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Figure 8. Représentation schématique des stades spermatogéniques chez le rat
Chacun des 14 stades est représenté par une association précise et unique de cellules germinales a différents

niveaux de maturation.

En ce qui concerne la durée du cycle spermatogénique, elle correspond au temps
nécessaire pour qu'une spermatogonie ayant entamé sa méiose parvienne au stade de
spermatozoide mature. Si le nombre de cycles de I'épithélium séminifére est assez similaire
entre les différentes especes, la durée d'un cycle spermatogénique est néanmoins variable
en fonction de I'espece (tableau 1). Ainsi, un cycle de spermatogenése dure 74 jours chez

I'homme, 35 jours chez la souris et 53 jours chez le rat (tableau 1).
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Souris Rat Homme
. 25 ) 12a16
Puberté ) 30 jours
jours ans
Lo Nombre stades 12 14 6
Cycle épithélium
o séminifére ) ) ) )
2 Durée 9 jours 13 jours 16 jours
o
g
=] Nombre cycles épithélium
£ o 4 4 45
by séminifere
jo
n Cycles spermatogéniques
35 ) )
Durée ) 53 jours 74 jours
jours

Tableau 1. Estimation des durées de la durée du cycle de I'épithélium séminifére et de la spermatogenése
chez la souris, le rat et 'homme
(d'aprés Clermont 1972)

3.2 Les cellules de Sertoli : cellules de soutien pour la spermatogenése

3.2.1 Généralités et structure de la cellule de Sertoli

Les cellules de Sertoli ont été mises en évidence pour la premiere fois en 1865 par
Enrico Sertoli. Elles ont été caractérisées comme des cellules somatiques ayant un réle
crucial de cellules nourriciéres en lien étroit avec les cellules germinales (Figure 9) (Holstein
et al. 2003, Hess & Franca 2005). Les cellules de Sertoli ont une forme irréguliere et
cylindrigue s'étendant depuis le compartiment basal, avec lequel elles sont directement en
lien, en direction du compartiment adluminal. Ces cellules occupent ainsi 17 a 19% du
volume de |'épithélium séminifére chez le rat adulte (Mruk & Cheng 2004). Grace a leur
énorme surface cellulaire, elles peuvent soutenir le développement d'un grand nombre de
cellules germinales. De cette maniere, le ratio est d'une cellule de Sertoli pour 50 cellules
germinales au sein du testicule de rat adulte. D'autre part, leur structure étendue joue non
seulement un réle dans la maturation mais également permet le mouvement des cellules
germinales au niveau de I'épithélium séminifere.

Au fur et a mesure de I'avancement dans le cycle de I'épithélium séminifére, la cellule
de Sertoli va adapter sa forme et sa structure afin d'optimiser le contact avec les cellules

germinales et permettre leur mouvement.




Etude bibliographique -31 -

Sertoli Cell

Elongate
Spermatids

Figure 9. Structure de la cellule de Sertoli en étroite interaction avec les cellules germinales
(d'aprés Hess & Franga, 2005) (A) Représentation schématique de la surface cellulaire d'une cellule de Sertoli
de rat (stade V de ['épithélium séminifére), (B) Illlustration montrant l'inclusion profonde du noyau des
spermatides allongées dans des structures cryptiques formées par le cytoplasme et la membrane de la cellule de
Sertoli.

On décrit ainsi des cellules de Sertoli de type A présentant des cryptes
cytoplasmiques dans lesquelles se trouvent les spermatides matures prétes a étre relarguées
dans la lumiére du tube séminifere, et des cellules de Sertoli de type B chez lesquelles les
cryptes sont peu visibles voire absentes (Mruk & Cheng 2004).

Au sein d'un épithélium séminifere la cellule de Sertoli peut également se distinguer
par son noyau ovale ou en forme de poire, bosselé, au nucléoplasme riche en euchromatine

et un gros nucléole, caractéristiques des cellules ayant une activité métabolique élevée

(Johnson et al. 2008).

3.2.2 Fonctions de la cellule de Sertoli

Les fonctions majeures des cellules Sertoli au niveau de I'épithélium séminifére sont
toutes en lien avec leur réle de cellule de soutien des cellules germinales :

(1) Role de structure : les cellules de Sertoli jouent un réle de support des cellules
germinales en développement en jouant un réle d'échafaudage notamment en participant a
la constitution de la matrice extracellulaire mais également en entrainant la formation de

jonctions cellulaires spécialisées (Mruk & Cheng 2004).
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(2) Role dans la barriere hémato-testiculaire : les cellules de Sertoli sont reliées
entre elles par différents jonctions cellulaires spécialisées (jonctions communicantes,
adhérentes et serrées). Au niveau du tiers basal de I'épithélium séminifere les jonctions
serrées sertoliennes participent a la barriere hémato-testiculaire. Ces jonctions génerent
ainsi deux compartiments distincts : un compartiment basal au sein duquel on retrouve les
spermatogonies et les spermatocytes primaires préleptoténes, et un compartiment
adluminal dans lequel on retrouve les cellules méiotiques et post-méiotiques a tous les
stades de maturation.

Ces jonctions serrées : (i) créent un environnement spécialisé pour les cellules
germinales, par exemple, les cellules de Sertoli sécretent un ensemble de molécules
nécessaires a la croissance et la différentiation des cellules germinales (facteurs de
croissances, lactate, stéroides) (Petersen & Soder 2006); (ii) régulent et filtrent
sélectivement le passage de substances en direction des cellules germinales; (iii) servent de
barriere immunologique (Mruk & Cheng 2004, Johnson et al. 2008). Il existe un phénomene
transitoire de remaniement de la barriere hémato-testiculaire au stade VII du cycle de
I’épithélium séminifere pour permettre le passage des spermatocytes préleptotenes, mais

les mécanismes précis restent a ce jour peu connus.

(3) Role dans le mouvement des cellules germinales : les cellules de Sertoli
interviennent grace a leur cytosquelette (microtubules) dans la progression des cellules
germinales au sein de I'épithélium séminifére au fur et a mesure de leur maturation (Mruk &

Cheng 2004).

(4) Role dans la phase de spermiation et phagocytose des corps résiduels : les
cellules de Sertoli sont indispensables pour le relarguage des spermatides matures a partir
de I'épithélium séminifére. Par des modifications au niveau de leur cytoplasme elles vont
permettre la libération des tétes de spermatides ainsi que la phagocytose des corps

résiduels (Mruk & Cheng 2004).

(5) Roles sécrétoires : les cellules de Sertoli ont une activité de sécrétion importante
notamment pour le soutien et la maturation des cellules germinales. Parmi les protéines qui

sont sécrétées on retrouve des protéases (ex. cathepsines D, L et S), des anti-protéases (ex.
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cystatin C), des hormones, des substrats énergétiques, des facteurs de croissance (ex. TGF-a,
FGF), des facteurs autocrines et paracrines (ex. SCF, inhibin B, IL-1) et des composants de la
matrice extracellulaire (ex. collagéne, laminine) (Mruk & Cheng 2004, Petersen & Soder
2006). L'une des premieres protéines a avoir été identifiée est I'Androgen Binding Protein
permettant le transport de la testostérone depuis la partie basale vers les cellules

germinales chez les rongeurs (Hagenas et al. 1975).

(6) Role dans l'apport de nutriments : les cellules de Sertoli synthétisent un certain
nombre de composés nécessaires aux spermatocytes et spermatides isolés par les jonctions
serrées. Ainsi les cellules de Sertoli leurs apportent des acides aminés, des glucides, des
lipides, des vitamines et des ions métalliques (Mruk & Cheng 2004). Le substrat énergétique
préférentiel des cellules germinales étant le lactate, la cellule de Sertoli captent le glucose
sanguin a partir de leur partie basale qui aprés avoir été métabolisé en pyruvate par la
glycolyse sera convertit en lactate grace a la lactate déshydrogénase (LDH) (Boussouar &

Benahmed 2004).

3.2.3 Etablissement du ratio cellules de Sertoli-cellules germinales

De part leur role de cellules de soutien des cellules germinales, les cellules de Sertoli
ne peuvent assurer leur role qu'auprés d'un nombre limité de cellules germinales. Comme
nous I'avons indiqué plus haut le nombre de cellules germinales est de 50 pour une cellule
de Sertoli. Ainsi, lors de la premiére vague de spermatogenese se produit un phénoméne
physiologique d'apoptose massive permettant d'adapter le nombre de cellules germinales

au nombre de cellules de Sertoli (Rodriguez et al. 1997).

4 e compartiment interstitiel et sa fonction endocrine

4.1 Structure de I'espace interstitiel

L'espace interstitiel est le tissu qui sépare les tubes séminiféres les uns des autres.
C'est un tissu conjonctif lache possédant de nombreux vaisseaux sanguins, lymphatiques et

des terminaisons nerveuses. La présence de ces éléments au sein de |'espace interstitiel
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permet d'alimenter le compartiment tubulaire en nutriments et facteurs de croissance
nécessaires a la spermatogenése.

L'espace interstitiel contient différents types cellulaires spécialisés qui se retrouvent
dispersées entre les tubes séminiferes. Tout d'abord, les cellules de Leydig, ce sont des
cellules endocrines majoritaires dans le tissu interstitiel permettant notamment la synthese
et la sécrétion de testostérone (Haider 2004). Puis, les macrophages qui jouent un role
primordial dans la régulation des fonctions endocrines des cellules de Leydig par la sécrétion
de cytokines (ex. IL-1, TNF-a), mais également dans le contréle de la prolifération et le
développement des cellules de Leydig par des cytokines et facteurs de croissance (Hales
2002). De méme, les macrophages peuvent phagocyter les cellules de Leydig qui dégénérent.

Enfin, le tissu interstitiel contient également des fibroblastes.

4.2 Les cellules de Leydig : cellules endocrines du testicule

4.2.1 Généralités et structure des cellules de Leydig

La cellule de Leydig a été décrite pour la premiére fois en 1850 par Franz Leydig. C'est
seulement en 1903 que Bouin et Ancel apportent les premiers éléments montrant que la
cellule de Leydig est une cellule glandulaire endocrine contrélant le développement des
caractéres sexuels secondaires males (Christensen 2007). On retrouve au sein du testicule
deux types de cellules de Leydig au cours du développement. Ces deux types de cellules de
Leydig sont soit présentes durant la vie embryonnaire et postnatale pré-pubertaire (cellules
de Leydig foetale, FLCs) soit présentes durant la vie adulte (cellules de Leydig adultes, ALCs).

Ainsi, les cellules de Leydig foetales synthétisent pendant la vie foetale la testostérone
essentielle a la formation de la gonade male, la formation des progéniteurs ALCs, la
différenciation et morphogenese du tractus génital male, la masculinisation et la
différenciation sexuelle au niveau du systéme nerveux central (Haider et al. 2007). Les
cellules de Leydig adultes apparaissant a la puberté et sont responsables de la sécrétion des
androgenes tout au long de la vie adulte permettant le maintien de la spermatogenese et
des caractéres sexuels secondaires males (Griswold & Behringer 2009).

D'une maniere générale, les cellules de Leydig représentent moins de 5% des cellules
testiculaires. Elles ont une forme polygonale et présentent les caractéristiques des cellules

synthétisant les stéroides : présence de nombreuses inclusions lipidiques (cholestérol), un
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réticulum endoplasmique lisse abondant et des mitochondries a crétes tubulaires. Les FLCs
sont disposées en clusters au sein de |'espace interstitiel. Elles sont larges, rondes ou ovales
avec un noyau bien visible et leur cytoplasme contient de nombreuses gouttelettes
lipidigues. Tous les regroupements de FLCs sont entourés par une fine couche de fibrocytes
et les FLCs sont séparées par des fibres de collagene au sein d'un cluster. Les FLCs sont en
contact les unes avec les autres mais également avec les cellules vasculaires endothéliales
adjacentes. Au fur et a mesure du développement des cordons testiculaires, le nombre, la
forme et la taille des clusters diminuent. Apres la naissance les FLCs sont progressivement
remplacées par les cellules de Leydig adultes (Adult Leydig Cells, ALCs). Contrairement aux
FLCs les cellules de Leydig adultes ne sont pas obligatoirement arrangées en clusters. Elles
sont ovales voire rondes, leur noyau est large et rond possédant une euchromatine
condensée et un ou deux nucléoles. D'autre part, leur cytoplasme contient des gouttelettes
lipidigues mais en proportion moindre en comparaison des FLCs. Les ALCs sont en contact
entre elles par des systemes de jonctions communicantes (jonctions gap) mais également
avec les autres types cellulaires du compartiment interstitiel (cellules endothéliales

vasculaires, macrophages, fibroblastes).

4.2.2 La stéroidéogenése

Chez le male, la cellule de Leydig présente dans le testicule est le seul type cellulaire
possédant l'ensemble des enzymes nécessaires a la synthese des hormones stéroides
sexuelles. De ce fait, le testicule est capable de synthétiser et sécréter la principale hormone
sexuelle male, la testostérone. Ce processus appelé "Stéroidéogenese" utilise le cholestérol
comme précurseur commun a la synthése de I'ensemble des stéroides. La transformation du
cholestérol en testostérone se fait par des enzymes spécialisées présentes au niveau des
membranes mitochondriales et microsomales (figure 10).

Les sources de cholestérol sont diverses dans l'organisme : (1) le cholestérol peut
étre fourni par les lipoprotéines circulantes (HDL, LDL) (Benahmed et al. 1981), (2) le
cholestérol peut provenir du stock de cholestérol estérifié présent dans les gouttelettes
lipidigues au sein du cytoplasme des cellules de Leydig , (3) le cholestérol peut étre
synthétisé par les cellules de Leydig a partir de |'acétate (Hou et al. 1990), (4) le cholestérol
peut provenir des membranes plasmiques (Azhar & Reaven 2007). L'étape initiale et

limitante de la stéroidéogenese est le transport du cholestérol depuis la membrane externe



Etude bibliographique - 36 -

jusqu'a la membrane interne de la mitochondrie. Ce passage est réalisé par la protéine StAR
(Steroidogenic Acute Regulatory protein) qui possede un role majeur dans le processus de
stéroidéogeneése. En outre, les individus porteurs de mutation au niveau du gene de StAR ou
les animaux invalidés pour ce geéne, présentent une pathologie d'hyperplasie lipoide
congénitale des surrénales (Stocco 2007).

Afin de produire la testostérone a partir du cholestérol, cing étapes enzymatiques
successives impliquant deux types de familles enzymatiques (les enzymes Cytochrome P450s
et les Hydroxystéroides Déshydrogénases) sont nécessaires (figure 10). La premiére étape
de biosynthése des androgenes est une étape clé aboutissant a la conversion du cholestérol
en prégnénolone par le cytochrome P450scc (Cypllal). Le cytochrome P450scc est situé au
niveau de la membrane interne de la mitochondrie et permet le clivage de la chaine latérale
du cholestérol. La prégnénolone diffuse ensuite a travers la membrane mitochondriale pour
étre métabolisée par des enzymes présentes au sein du réticulum endoplasmique lisse.
L'enzyme 3B-hydroxystéroide déshydrogénase (3B-HSD ou Hsd3bl) permet donc de
convertir la prégnénolone en progestérone. La 3B-HSD est également responsable de la
synthése des autres hormones biologiguement actives par la conversion des A5-3f-
hydroxystéroides en A4-3-kétostéroides. Puis l'action du cytochrome P450c17 (CYP17A1)
permet de convertir successivement la progestérone en 17a-Hydroxyprogestérone (activité
17a-hydroxylase) puis en androstenedione (activité C17-20-lyase). Finalement
I'androsténedione est transformée en testostérone par la 17B-hydroxystéroide
déshydrogénase (17B-HSD ou Hsd17b3) (Payne 2007).

Il est a noté qu'il existe deux types de voies (voie A4 ou voie A5) permettant d'aboutir
a la testostérone. En fonction de I'espéce et du statut hormonal, I'une ou I'autre de ces voies
sera préférentiellement utilisée. Chez I'homme, c'est la voie A5 qui prédomine conduisant
notamment a la synthése d'un intermédiaire, la déhydroépiandrostérone (DHEA). Chez le
rat, c'est la voie A4 qui constitue la voie préférentielle dans cette espéce. La différence entre
les deux espéces se fait au niveau de |'activité lyase du cytochrome P450c17 qui chez le rat
favorise les substrats de la voie A4 (progestérone), et chez I'nomme les substrats de la voie

A5 (prégnénolone) (Brock & Waterman 1999).
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Figure 10. La voie de biosynthése des stéroides au sein des cellules de Leydig
(d'aprés Payne, 2007)

4.2.2 Meétabolisme des androgénes

- Production d'estrogénes :

Sous l'action de I'enzyme Cytochrome P450 Aromatase (CYP19A1) codée par le gene
Cyp19, la testostérone peut étre transformée en estradiol (estrogéne) (figure 10) (Sierens et
al. 2005). Au sein du testicule de rongeurs la localisation d'expression de la P450 aromatase
va varier en fonction de l'age : chez des individus immatures la localisation sera

préférentiellement sertolienne, tandis que chez des animaux adultes la P450 aromatase a
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été mise en évidence dans les cellules de Leydig et les cellules germinales (spermatocytes
pachyténes, spermatides rondes et spermatozoides) (Nitta et al. 1993, Carreau et al. 2007).
Un profil d'expression sensiblement identique a été mis en évidence chez 'homme (Carreau
et al. 2008). Méme si la majeure partie des estrogenes est produite au niveau des tissus
périphériques (graisses, foie, reins, tissu osseux et cerveau), le testicule est tout de méme

responsable de 15% de la production totale d'estrogenes (Simpson et al. 2000).

- Production de dihydrotestostérone (DHT) :

Pour agir sur ses cellules cibles dans la majorité des cas la testostérone a besoin
d'étre transformée en dihydrotestostérone (DHT) sous l'action irréversible des enzymes 5 a-
réductases (isoformes de type 1 et 2) (figure 1.10) (Jin & Penning 2001). En effet, I'affinité de
la DHT pour le récepteur des androgénes est supérieure a celle de la testostérone (10 M
pour la DHT > 10° M pour la testostérone). Les 5 a-réductases sont des enzymes de la
membrane microsomale NADPH-dépendantes. La 5 a-réductase de type 1 possede une
expression ubiquitaire avec une expression élevée dans les follicules pileux, le glandes
sébacées de la peau et le foie. La 5 a-réductase de type 2 (SRD5A2) est quant a elle est
exprimée majoritairement dans les tissus de |'appareil reproducteur (prostate, épididyme et

vésicules séminales).

5 e développement testiculaire

5.1 Origine, spécification et migration des cellules germinales primordiales

5.1.1 Origine et spécification des cellules germinales primordiales (CGPs)

Chez la souris, la lignée germinale apparait en dehors sinus urogénital la spécification
des cellules germinales primordiales (CGPs) commence durant la période foetale aux
alentours de 6,5 jours post-coitum (jpc) au stade pre-gastrula lorsque des cellules de
I’épiblaste pres de I'ectoderme extraembryonnaire acquiérent la compétence de devenir des
CGPs, sous I'induction de signaux paracrines sécrétés par |I'ectoderme extraembryonnaire et
I’endoderme viscéral (ex. TGFB, BMP-2/-4/-8b, SMAD-1/-5)(Ewen & Koopman 2009). Cette
induction induit une régulation transcriptionnelle au niveau des cellules épiblastiques

impliquant le répresseur transcriptionnel BLIMP1 (B Lymphocyte-Induced Maturation
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Protein 1) ce qui permet I'activation de genes spécifiques des CGPs comme Stella et la
répression des genes de cellules somatiques comme les genes Hox (Richardson & Lehmann
2010). Ainsi, seulement une partie de ces cellules sont compétentes pour devenir CGPs
(environ 6 cellules). Ces cellules vont continuer de proliférer pour ensuite se différencier en
CGPs qui sont clairement identifiées au stade gastrula (7,25 jpc chez la souris, 22-23 jpc chez

I’'homme) a la base de la paroi du sac vitellin (McLaren 2003).

5.1.2 Migration des CGPs

L’étape qui suit la spécification des CGPs est la migration des CGPs depuis le territoire
extraembryonnaire en direction des crétes génitales. Ainsi, les CGPs sont d’abord intégrées a
I’endoderme de I'embryon a 7,5 jpc puis par une migration passive a 8,5 jpc chez la souris
(33-37 jpc chez ’'homme) a l'intestin postérieur en formation (figure 11).

Entre 9,5 jpc-11,5 jpc (5-6 semaines chez 'homme), les CGPs quittent l'intestin
postérieur vers le mésoderme puis migrent de fagon bilatérale en direction des crétes
génitales en formation (figure 11). La migration des CGPs dans la gonade est
vraisemblablement controlée par les cellules somatiques par I'intermédiaire de facteurs de
croissance (ex. SCF, LIF, bFGFs, SDF1) ou encore les constituants de la matrice extracellulaire
(ex. collageénes type I/11I/1V, fibronectine, laminine) (Wylie 1999, Stebler et al. 2004, Gu et al.

2009, Ewen & Koopman 2009). Les CGPs colonisent les crétes génitales entre 10 et 12,5 jpc.

‘Q PGCs [ Primitive streak [ MNeural tube  [] Endoderm (future hindgut) [ Genital ridge ‘

1 Migration into endoderm 2 Migration along 3 Migration into 4 Migration into genital ridges
endoderm (future hindgut) dorsal mesentary

Figure 11. Les étapes de migration des CGPs chez la souris
(d'aprés Richardson & Lehmann 2010)
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Au cours de leur migration, on assiste a une multiplication des cellules germinales
primordiales (Vergouwen et al. 1991). Les CGPs sont au nombre de 10 a 100 au moment ou
elles quittent le sac vitellin, de 2500 a 5000 lorsqu’elles atteignent le territoire gonadique ou
elles terminent leur prolifération a 12 jpc pour atteindre un nombre de 20000 a 25000. Chez
le male, entre 12-14 jpc les cellules germinales cessent de proliférer et subissent un arrét
mitotique au sein des cordons sexuels. A ce stade les gonocytes sont donc quiescents en
phase G1/GO du cycle cellulaire jusqu’a la puberté.

C’est au cours de leur migration et de la colonisation des crétes génitales, que les
cellules germinales primordiales subissent un remaniement global de leurs profils de
méthylation au niveau de I’ADN, nous reviendrons sur ces modifications au niveau des CGPs

dans le chapitre Il.A.

5.2 Formation des gonades mdles

Bien que le sexe de I'embryon soit défini des la fécondation par les chromosomes
sexuels, la premiere ébauche gonadique n’apparait qu’aux environs de 10 jpc chez la souris

(Ross & Capel 2005) et 5 semaines post conception chez 'lhomme.

5.2.1 Le stade de gonade indifférenciée

L’ébauche gonadique (ou crétes génitales) est formée par la prolifération cellulaire au
niveau du mésonéphros ou corps de Wolff lors de la colonisation de ce territoire par les
CGPs. Le mésonéphros est constitué de cellules mésenchymateuses et est recouvert par de
I’épithélium coelomique. L'arrivée des CGPs provoque la prolifération de ces deux types
cellulaires. A leur arrivée au niveau des crétes génitales les CGPs sont également appelées a
gonocytes. Les CGPs (lignée germinale), les cellules mésenchymateuses et les cellules
épithéliales (lignée somatique) se rassemblent pour former des agrégats qui constituent les
crétes génitales. Ces agrégats s’organisent en deux compartiments: (1) le compartiment
stromal constitué des cellules mésenchymateuses, fibroblastes et vaisseaux, (2) les cordons
sexuels primitifs constitués des CGPs et cellules épithéliales (11-12 jpc chez la souris, 40-44
jpc chez 'homme). A ce stade les gonades ne sont ni male ni femelle, c’est la phase
ambisexuée. Les genes qui stimulent la formation des gonades indifférenciées sont des

facteurs de transcription pour la plupart (ex. WT1, SF1, Lim 1 et 9). A titre d'exemple, le gene
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WT1 (exprimé a partir de 10,5 jpc chez la souris) et le géne SF1 (exprimé entre 9 et 12 jpc)

stimulent le développement des gonades indifférenciées.

5.2.2 La différenciation en testicule

- Initiation de la différenciation testiculaire :

Les génes SRY, SOX9 et SF1 permettent la différenciation de la gonade indifférenciée
en testicule. Les premiers évenements morphologiques sont I'appariation d’'une membrane
basale autour des cordons séminiféres (cordons sexuels) en formation (12-12,5 jpc chez la

souris) qui donneront plus tard les tubes séminiferes (figure 12).

- Différenciation des cellules de Sertoli :

En paralléle les cellules de I'épithélium coelomique (somatiques) adjacentes aux
gonocytes commencent a exprimer le gene SRY et se différencient en pré-cellules de Sertoli
(10,5-12 jpc chez la souris, 44 jpc chez ’'homme) (Koopman et al. 1990, Ross & Capel 2005).
Durant cette période initiale du développement gonadique, la différenciation des cellules de
Sertoli est dépendante de I'action de SRY, SOX9 et SF1 qui stimulent leur activité de
sécrétion de ’AMH (Sekido & Lovell-Badge 2009). Durant la phase foetale de prolifération
des cellules de Sertoli, I'effet des androgeénes sur les cellules de Sertoli passe par

I'intermédiaire des cellules péritubulaires myoides qui expriment I’AR.

- Différenciation des cellules de Leydig :

La seconde étape est la différenciation des cellules de Leydig a partir de précurseurs
issus du mésenchyme du lobe antérieur du mésonéphros, de I'épithélium coelomique ou
encore des crétes neurales (12,5-13,5 jpc chez la souris) (figure 12) (Ross & Capel 2005,
Barsoum & Yao 2010). Leur différenciation est sous le contréle de facteurs issus des cellules
de Sertoli comme DHH (Desert Hedgehog) ou PDGF-A (Platelet Derived Growth Factor A)
(O'Shaughnessy et al. 2006). Les cellules de Leydig foetales sont présentes, des la
détermination sexuelle male environ 24 heures aprés I'apparition des cellules de Sertoli (de
12,5-13,5 jpc chez la souris), cette population de cellules disparaitra progressivement aprés
la naissance (Ross & Capel 2005). Elles seront responsables de la sécrétion d’androgénes a

au cours de la masculinisation du foetus.
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La gonade male différenciée produit alors les hormones responsables de la
différenciation de I'appareil génital male : (1) 'AMH produite par les cellules de Sertoli des
13,5 jpc provoque la régression des canaux de Miiller, (2) la testostérone produite par les
cellules de Leydig (14,5 jpc chez la souris, 8 semaines chez 'homme) est responsable du
maintien des canaux de Wolf qui donneront naissance a I'épididyme, aux canaux déférents
et aux vésicules séminales, (3) la DHT permet la virilisation du sinus urogénital et des
organes génitaux externes.

Durant la vie foetale et néonatale, les cellules de Sertoli ont une activité accrue de
prolifération pour atteindre leur nombre maximum au sein du testicule de souris vers 14

jours postnatals.

10.5 dpe 11.5 dpec 12.5 dpe 14.5 dpe

Mesonephros

@ Serfoli cells Q Germ cells @ Meiotic germ cells Q Leydig celis f Vascular endothelial cells

Figure 12. Différenciation précoce de la gonade chez la souris
(d’aprés Ross & Capel 2005) Entre 9,5-11,5 jpc les CGPs (en vert) migrent en direction des crétes génitales et
colonisent la gonade primitive. Entre 10,5-12 jpc le géne SRY s’exprime uniquement au niveau des gonades XY et
stimule la différenciation testiculaire. Les premiers événements sont la différenciation des cellules de Sertoli (en
violet) qui entourent les gonocytes au niveau des cordons testiculaires. Puis intervient aux environs de 12,5 jpc
la différenciation des cellules de Leydig au niveau interstitiel.

5.3 Développement postnatal des cellules germinales et initiation de la
spermatogenése

Apreés la naissance aux alentours de 4-6 jpp chez la souris, les gonocytes quiescents
arrétés en GO/G1 reprennent leur cycle cellulaire pour terminer la mitose. A ce stade les
cellules germinales sont appelées spermatogonies (cf partie 3.1.2 de ce chapitre). Aprés le
déclenchement de la puberté a 7-8 jpp chez la souris, l'initiation de la méiose s’effectue a
I’age de 10 jours (Bellvé et al. 1977).

Actuellement les signaux requis pour l'initiation de la méiose dans la lignée germinale
ne sont pas encore bien connus. Un des candidats potentiels serait I'acide rétinoique qui

semble favoriser I'entrée en méiose (Ewen & Koopman 2009).
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Pour les étapes ultérieures, la premiére vague de la spermatogenése se déroule entre
5 et 35 jpp suivant les mémes étapes que celles décrites précédemment durant la
spermatogenese chez I'adulte (figure 13). A 35 jpp les premiers spermatozoides sont
détectés dans la lumiere du tube séminifere. C'est la fin de la premiere vague de la

spermatogeneése, le testicule peut étre considéré comme pubeére.
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Figure 13. Evénements chronologiques lors de la premiére vague de spermatogenése chez la souris
(d’aprés Bellvé et al 1977)

6 Le contréle des fonctions testiculaires

Les différentes fonctions testiculaires sont soumises au controle par différents
facteurs comprenant des signaux hormonaux (ex. testostérone, FSH...), des facteurs locaux
(facteurs de croissance, cytokines...) qui permettent le controle de l'expression de génes
cibles impliqués dans la régulation de la prolifération, de la méiose, de la différenciation et

de I'apoptose des cellules germinales.



Etude bibliographique -44 -

6.1 Le contréle hormonal

La spermatogenése est principalement régulée par des interactions endocriniennes
entre I'hypothalamus, I'hypophyse, les cellules de Sertoli et les cellules de Leydig (Dohle et

al. 2003).

6.1.1 Le contréle par les hormones hypothalamo-hypophysaires

L'axe hypothalamo-hypophysaire régule les fonctions testiculaires en deux temps
(figure 14). Tout d'abord, I'hypothalamus sécréte de maniére pulsatile le GnRH qui va agir au
niveau des cellules endocrines de I'hypophyse. Ceci entraine la sécrétion pulsatile des
gonadotrophines LH (Luteinizing Hormone) et FSH (Follicle-Stimulating Hormone). Ces
hormones vont aller agir directement sur les cellules somatiques testiculaires (Leydig et
Sertoli) :

(1) Au niveau des cellules de Leydig, la LH va lier son récepteur au niveau de la
membranaire afin d'activer la stéroidéogenese et la sécrétion de testostérone.

(2) Au niveau des cellules de Sertoli, la FSH via le récepteur a la FSH permet d'activer
les fonctions de la cellule de Sertoli comme par exemple la sécrétion de I'Androgen Binding
Protein (ABP) permettant de transporter et de concentrer la testostérone au niveau des
tubes séminiféres. La FSH en complément des androgénes est requise pour le processus de

spermatogenese mais pas indispensable

6.1.2 Réle des androgénes (testostérone)

Au cours de la spermatogeneése, la testostérone produite en majeur partie par la
cellule de Leydig, agit de maniére locale au niveau des cellules de Sertoli qui expriment le
récepteur des androgenes (AR). La testostérone est indispensable a la spermatogenése
(Wang, Yeh, et al. 2009). Ainsi, la liaison de la testostérone au niveau de sont récepteur est
indispensable a la maturation du testicule, au déclenchement et au maintien de Ia
spermatogenése mais également en inhibant I'apoptose des cellules germinales. Il est
intéressant de noter que la concentration intra-testiculaire de testostérone est plus élevée
gue la concentration plasmatique. Ce gradient de concentration est nécessaire au bon
déroulement de la spermatogenese. D'autre part, le taux d'expression du récepteur des
androgenes au niveau des cellules de Sertoli va dépendre du stade du tube séminifere. Ainsi,

ce sont les stades VIl et VIII ol I'expression de I’AR est la plus élevée et qui sont les plus
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touchés par I'apoptose des cellules germinales lors d'un retrait androgénique (Holdcraft &

Braun 2004).

6.1.3 Rdle des estrogénes (estradiol)

L'action des estrogenes sur la spermatogenese a longtemps fait débat, mais il est
maintenant clairement admis qu’ils peuvent influencer la prolifération, la différenciation et
la fonction des cellules testiculaires (pour revue Carreau & Hess 2010). Les cellules
somatiques et germinales du testicule ont la capacité d’aromatiser les androgenes en
estrogenes (Carreau et al. 2007, Carreau et al. 2009). De plus au sein du testicule de rat
adulte, les cellules de Leydig expriment le récepteur ERa, les cellules somatiques (Leydig,
Sertoli) et certaines cellules germinales (spermatogonies, spermatocyte pachyténe,
spermatides rondes) expriment le récepteur ERB (O'Donnell et al. 2001, Sierens et al. 2005,
Carreau & Hess 2010). Les estrogénes auraient également la capacité de réguler le processus
de spermatogenése a travers des voies de réponse rapide impliquant le récepteur
membranaire couplé aux protéines G (GPR30). Ce récepteur serait par exemple exprimé au

niveau des spermatogonies et des spermatocytes pachytenes (Chimento et al. 2010).

6.1.4 Arguments appuyant le réle des différentes hormones dans la
spermatogenése

Les travaux réalisés chez I'animal ont permis de mieux caractériser le r6le de la LH, de
la FSH, des androgénes et des estrogenes :

(1) Les rats hypophysectomisés présentent une perte de LH, de FSH et par voie de
conséquence de testostérone. Ceci a pour effet d'entrainer un arrét de spermatogeneése au
niveau méiotique (perte du nombre de spermatides rondes et allongées) qui peut étre
rétabli par I'administration de LH et testostérone (Holdcraft & Braun 2004).

(2) Les souris males invalidées par le récepteur a la LH présentent une déficience de
production de testostérone, des défauts dans la maturation sexuelle postnatale, des
cryptorchidies et un arrét de spermatogenése au stade spermatide ronde rétabli par
I'administration de testostérone (Holdcraft & Braun 2004).

(3) Les souris males invalidées pour le récepteur a la FSH ou la FSHPB présentent une
réduction du poids testiculaire et de production de sperme associées a une diminution de la

prolifération des cellules de Sertoli. Ceci montre que la FSH a un réle primordial dans le
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contréle du nombre de cellules de Sertoli qui controle lui-méme le nombre de cellules
germinales (O'Shaughnessy et al. 2009).

(4) L'invalidation ou la réduction du taux de récepteur des androgénes (AR) au niveau
du testicule ou de maniére spécifique au niveau des cellules de Sertoli a le plus souvent pour
effet d'entrainer des altérations de la spermatogenése a différents stades (spermatocytes
diploténes ou pachyténes, spermatides rondes) ou dans la spermiogenése. Ceci souligne le
role majeur de la testostérone dans la progression de la spermatogeneése et I'achevement de
la méiose (Wang, Yeh, et al. 2009).

(5) L'invalidation des deux récepteurs aux estrogenes (ERa et B) chez les souris ERKO
entraine un phénotype d’infertilité caractérisé par des pertes de cellules germinales (Eddy et
al. 1996). Il semble que ce soit plus spécifiguement linvalidation de I'ERa qui soit
responsable des altérations observées (Hess et al. 1997), tandis que les souris invalidées
pour ERP sont fertiles (Krege et al. 1998).

(6) L'invalidation du gene Cyp19 entraine des altérations de la spermatogenése chez
les animaux vieillissants notamment par des arréts de la spermatogenése au niveau des
étapes de la spermiogenése et une augmentation de l'apoptose se traduisant par une

diminution du nombre de spermatides (Robertson et al. 1999, Robertson et al. 2001).

6.1.5 Les boucles de rétro-contréle
En retour, a 'action des hormones gonadotropes on observe une double rétro-

inhibition (figure 14) :
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Figure 14. Contrdle hormonal de la spermatogenése
(d'apreés Tostain et al. 2004).
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(1) Lorsqu'elles sont stimulées par la LH, les cellules de Leydig sécrétent de la
testostérone, qui elle-méme va inhiber la production de la GnRH par I'hypothalamus, et de |a
LH par I'hypophyse.

(2) Lorsqu'elles sont stimulées par la FSH, les cellules de Sertoli sécretent I'inhibine,
qui exerce un rétrocontréle négatif sur la sécrétion de la FSH soit en en diminuant la

sécrétion de la GnRH par I'hypothalamus, soit directement en agissant sur I'hypophyse.

6.2 Les facteurs locaux paracrines

Etant donné que les hormones LH, FSH et testostérone ne possédent pas de
récepteur sur les cellules germinales, leur effet sur la spermatogenese doit étre médié par
un relais local au sein du tube séminiféere. C'est donc les cellules de Sertoli qui, sous le
contréle du systeme hormonal, vont produire et sécréter des facteurs locaux régulant le
développement des cellules germinales et certaines fonctions testiculaires. Ce controle local
par les cellules de Sertoli est constitué de nombreuses interactions complexes entre les
différentes populations cellulaires du testicule et un certain nombre de données

moléculaires restent a découvrir concernant ces interactions.

6.2.1 Le contréle direct de la spermatogenese par les cellules de Sertoli
Les cellules de Sertoli produisent un certain nombre de cytokines et de facteurs de

croissances régulant directement les différentes phases de la spermatogenese (figure 15) :

Sertoli

U
&
T
IL-1, IGF,
TGE- TGF-a, TGF-p,
TGF-B bFGF, FGF-4, KL,
Germinal | GDNF

Figure 15. Exemples de facteurs sécrétés par les cellules de Sertoli afin de contréler leurs cellules cibles : les
cellules germinales, cellules de Leydig et cellules péritubulaires myoides
(d'aprés Skinner 2005)
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(1) Facteurs régulant la phase de prolifération des spermatogonies : le Stem Cell
Factor (SCF) (ou Kit Ligand, KL) produit par les cellules de Sertoli agit via son récepteur C-KIT
présent sur la membrane des cellules germinales. D'autres facteurs comme GDNF, LIF, EGF
ou activine stimulent la prolifération (Sofikitis et al. 2008). Des facteurs comme inhibine ou
TGF-B inhibent la prolifération.

(2) Facteurs contrdlant la phase de méiose des cellules germinales : ex. TGF-B, EGF.

(3) Facteurs controlant la phase de spermiogenése : ex. EGF.

(4) Facteurs contrélant la survie et l|'apoptose des cellules germinales : LIF,
interleukine 4, FGF, SCF, BMP-4, BPM-8A, BMP-8P stimulent la survie de cellules germinales,

tandis que TRAIL, TGF-B stimulent I'apoptose des cellules germinales (Sofikitis et al. 2008).

6.2.2 Le contréle des fonctions leydigienne

En plus du contréle hormonal exercé par la LH, certains facteurs produits par la
cellule de Sertoli vont réguler la stéroidéogeneése et la production de testostérone par les
cellules de Leydig (figure 15):

(1) Facteurs stimulant la production de testostérone : ex. EGF, FGF, IGF-I.

(2) Facteurs inhibant la production de testostérone : ex. TNF-a, TGF-B, IL-1 a.

6.2.3 Le contréle des fonctions sertoliennes

En plus du contréle hormonal exercé par la FSH, il existe également un dialogue entre
cellules de Leydig et cellules de Sertoli, entre cellules germinales et cellules de Sertoli ou
encore entre cellules péritubulaires myoides et cellules de Sertoli via les facteurs locaux afin
de contrdler leurs fonctions. Etant donné le réle majeur de la cellule de Sertoli dans le
contréle de la spermatogenése, le contrOle de ses fonctions aura des répercussions
indirectes sur la spermatogeneése. Ces différents facteurs sont :

(1) Facteurs régulant la production de substrats énergétiques : ex. EGF, TNF-a.

(2) Facteurs contrdlant la production de transferrine : ex. TNF-a.

(3) Facteurs régulant la synthése de métalloprotéases contrdlant I'ouverture des

jonctions serrées : ex. TNF-a, bFGF.
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Il - Les effecteurs épigénétiques

1 Généralités sur le concept d'épigénétique

Historiqguement, le terme "épigénétique" a été utilisé afin de décrire les événements
ne pouvant pas étre expliqués par les principes génétiques.

Conrad Waddignton, en 1942, a été le premier a utiliser le terme d'épigénétique en le
définissant comme la branche de la biologie qui étudie les relations de cause a effet entre les
génes et leurs produits, conduisant a l'apparition d'un phénotype. Progressivement, un
certain nombre de phénomeénes biologiques inexplicables (comme I'extinction spécifique
d'un locus paternel ou maternel) ont été classés comme des phénoménes épigénétiques. En
1957, Waddington a proposé le concept de paysage épigénétique afin d'illustrer le processus
de prise de décision d'une cellule au cours de son développement et sa différenciation. Dans
ce concept, la cellule en différenciation (représentée par la boule) peut prendre différentes
trajectoires possibles (représentées par les vallons) conduisant a un devenir et une fonction

différente pour la cellule (figure 16) (Goldberg et al. 2007).

Figure 16. Le concept classique de paysage épigénétique selon Waddington (1957)

L'épigénétique constitue donc d'une maniére générale un "pont" entre le génotype et le
phénotype par un mécanisme qui change le devenir d'un locus ou d'un chromosome (son
expression) sans changer la séquence d'ADN.

De nos jours, I'épigénétique est un mécanisme incontournable dans I'étude des
processus biologiques et est définie comme I'ensemble des modifications de I’expression des

génes, transmises au cours des divisions cellulaires, mais n’impliquant pas de changement
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dans la séquence propre de I’ADN. Ainsi, 'ensemble de ces modifications épigénétiques est

regroupé sous le terme d’ "épigenome" par homologie avec le terme "génome".

2 La chromatine support des mécanismes épigénétiques

Dans les cellules I'ADN est enroulé sur une distance de 146 pb autour d'un complexe
protéique, le nucléosome, composé de 8 protéines histones (octameére) associées par paires
: deux histones H2A, deux histones H2B, deux histones H3 et deux histones H4. L'ensemble
composé par I'ADN et le nucléosome est I'élément de base de la chromatine (figure 17). Les
nucléosomes sont reliés entre eux par de courts segments d'ADN de liaison interagissant
avec une histone H1 pour constituer une fibre chromatinienne ou nucléofilament (diamétre
11 nanometre), puis un second niveau compaction (facteur 2 a 3) par l'interaction spécifique
entre les nucléosomes permet d'aboutir a une fibre de 30 nm de diametre. Il existe un
troisieme niveau de compaction qui est moins bien identifié permettant de former des
boucles de chromatine qui s'enroulent en spirales pour donner le chromosome
métaphasique. Ainsi ces différents degrés d'enroulement permettent d'atteindre un taux de

compaction de 10 000 fois par rapport a une molécule d'ADN linéaire (Belmont 2002).

DNA double helix _
e ARE ) %

Core of 8 histone

— molecules
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L .

“Beads on a string”
form of chromatin =

) Nucleosome
> /ﬁi\

Chromatin fibre of
packed nucleosomes

Condensed
chromatin

Chromosome 1400 nm
Figure 17. Les différents niveaux de compaction de la chromatine : de la double hélice d’ADN au chromosome
métaphasique
(d'aprés http://www.epitron.eu/img/chromatin.tif).
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La chromatine est le support de la majeure partie de mécanismes de régulation
épigénétiques par la meéthylation directement au niveau de I'ADN de I'ADN ou les
modifications post-traductionnelles des histones qui conduisent a la compaction ou la

décompaction locale de la chromatine aboutissant au controle de I'expression des génes.

3 Les différentes formes de régulation épigénétique

Il existe trois grands types de régulations épigénétiques (figure 18) :

(1) Le premier est constitué par les modifications directes de I'ADN : la méthylation
de I'ADN,

(2) Le second est constitué par des modifications post-traductionnelle au niveau des
gueues des protéines histones (ex. acétylation, méthylation, sumoylation, ubiquitination).
Ces deux premiers mécanismes influencent directement la structure de la chromatine,

(3) Le troisieme mécanisme identifié plus récemment, est constitué par les
microARNs, des petits ARNs capables notamment de dégrader les transcrits ou de réprimer

I'expression des protéines sans modifier la structure du gene en amont (Xu 2009).
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Figure 18. Représentation schématique des trois grands mécanismes de régulation épigénétique de
l'expression des génes
(d'aprés Gluckman et al. 2008).

Dans ce chapitre nous avons focalisé notre étude bibliographique sur les deux des
grands types d’effecteurs épigénétiques qui ont été abordés au cours de ce travail de thése :

méthylation de I'ADN et microARNs. Etant donné qu'une majeure partie de ce travail de
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thése a porté sur I'étude du testicule notre revue bibliographique a été focalisée sur les
mécanismes de méthylation de I'ADN et les microRNAs, a chaque fois que cela a été
possible, nous avons essayé de rapporter les données de la littérature concernant les

modifications épigénétiques au processus de spermatogenése et a la physiopathologie

testiculaire.
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Il.LA - La méthylation de ’ADN
1 Définition et généralités

La méthylation de I’ADN est la modification épigénétique la plus connue. Elle a été
mise en évidence pour la premiere fois au niveau de I’ADN sur des extraits thymus de veau
par les travaux d’Hotchkiss en 1948 (Hotchkiss, 1948). Le mécanisme de méthylation de
'ADN a été mis en évidence dans la plupart des espéces allant de la bactérie jusqu’a
I’'homme mais certains organismes comme Caenorhabdtis Elegans, Saccharomyces Cervisiae
ou Saccharomyces Pombe en sont dépourvus.

Chez les eucaryotes supérieurs, dont les mammiféres, la réaction de méthylation de
I’ADN consiste en I'ajout d’un groupement méthyle (-CH3) sur le cinquieme carbone de
I’'anneau pyrimidine des cytosines situées au niveau des dinucléotides CpG contribuant ainsi
a former des 5-methylcytosines. Cette réaction est catalysée par des enzymes spécialisées,
les ADN méthyltransférases souvent abrégées en DNMTs de I'anglais DNa
MethylTransferases. Les DNMTs utilisent le substrat S-adénosyl-L-méthionine comme

donneur de groupement méthyle pour réaliser la méthylation de I’ADN (figure 19).

C) NH,COOH c,H,NH COOH
CH—S—CH 0 S—CH«
CN.H,
N U
SAM
NH, NH,
A N
| N > | N
v DNMTs
N @) N 0]
H H

Figure 19. La réaction de méthylation de I'ADN
(d'apreés Luczak & Jagodzinski 2006)

Chez les eucaryotes, la méthylation de I’ADN intervient de fagon prédominante au
niveau des cytosines situées en 5’ de guanines connus sous la dénomination de dincléotides
CpG. La méthylation de 'ADN en C5 des cytosines est la seule modification covalente de
I’ADN connue chez les métazoaires. La 5-methylcystosine est souvent considérée comme la

cinquieme base de 'ADN chez les mammiféres (Hermann et al. 2004). La méthylation au
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niveau des résidus cytosine représente 3 a 8 pour cent de I’'ensemble des cytosines. De facon
approximative 60 a 80 pour cent des sites CpG sont méthylés chez les mammiféres. La
majorité des séquences méthylées se trouve au niveau des rétrotransposons, des séquences
répétées, des séquences intergéniques et dans une moindre proportion au niveau des génes
a copie unique, ou encore les régions différenciellement méthylées des génes soumis a
empreinte. Une exception est faite pour les CpG présents dans de courtes régions a forte
densité CpG appelées ilots CpG. En effet, les il6ts CpG se trouvant le plus souvent au niveau
des promoteurs ou des premiers exons des genes a expression ubiquitaire sont le plus
souvent non méthylés (Chen et al. 2006, lllingworth et al. 2009, Rottach et al. 2009). Ainsi, la
méthylation de I’ADN intervient généralement dans des phénomeénes de régulation de
I’expression des génes ou des séquences d’ADN parasites (voir partie de ce chapitre). Enfin,

la réaction de méthylation de I'ADN est un phénomene réversible (voir plus loin).

2 LesADN méthyltransférases (DNMTs)

Historiquement la premiere ADN méthyltransférases a été mis en évidence en 1964
par Gold et Hurwitz chez Escherichia Coli (Gold et al. 1964) tandis que chez les mammiféres,
la premiére activité de type ADN méthyltransférases a été découverte par les travaux du
groupe de Razin en 1982 (Gruenbaum et al. 1982).

A ce jour trois familles d’ADN méthyltransférases ont été mises en évidence chez les
mammiféres : DNMT1, DNMT2 et DNMT3.

D'une maniere générale les DNMTs sont constituées de deux domaines : un domaine
N terminal de "régulation" et un domaine C terminal catalytique. Le domaine C terminal dit
"catalytique" présent dans les trois familles de DNMTs est caractérisé par la présence de 10
motifs conservés (motifs | a X). En revanche le large domaine N terminal qui constitue le
domaine de "régulation" differe entre les DNMTs. Ce domaine, présent uniquement dans les
familles DNMT1 et DNMT3, possede différentes régions permettant notamment les
interactions de type protéine-protéine ou encore la localisation nucléaire de ces DNMTs

(figure 20).



Etude bibliographique - 55 -

}: N=terminal part :}: C-terminal part —b{
Charge-rich= DNA replication foci= Cyserich=-region  Polybromo homo=
region PCNA NLS targeting sequence CXXC type logous sequence I IV VI VI IX X
Dnmt1 O
I IV VI VII IX X
Dnmt2 i - - - 8 0]
PWWP PHD
I IVVIVILIX X
Dnmt3a -
I IVVIVI IX X
Dnmt3b .
1 IV VIV
Dnmt3L

Figure 20. Structure schématique de la famille des ADN méthyltransférases
(d'aprés Jeltsch, 2006)

2.1 La famille DNMT1 — Méthylation de maintien

L'enzyme DNMT1 est la premiere a avoir été mise en évidence et clonée chez les
mammiferes (Bestor et al. 1988). Elle est classiquement décrite comme une ADN
méthyltransférase de maintien c'est-a-dire qu'elle recopie les profils de méthylation déja en

place au cours de la réplication (Chen & Li 2006).

- Structure générale de la protéine :

DNMT1 possede un long domaine N terminal de régulation qui lui confére de
nombreuses propriétés spécifiques d'interaction avec d'autres protéines ou encore pour la
reconnaissance de séquences spécifiques au niveau de I'ADN (figure 20). Tout d'abord, au
début de la partie régulatrice on peut observer un domaine riche en charges lui permettant
d'interagir avec le répresseur transcriptionnel DMAP1 (DNMT Associated Protein-1), puis on
trouve une région contenant le PCNA Binding Domain (PBD) permettant la liaison a PCNA
(Proliferating Nuclear Antigen), un signal de localisation nucléaire (NLS) et une région
permettant le ciblage au niveau des foyers de réplication (Replication Foci Targeting Domain,
RFTD) ( Goll & Bestor, 2005), ensuite prés du centre de DNMT1 une région riche en cystéine
permet la liaison de plusieurs ion Zn2+ permettant de former des structures en doigt de zinc,
puis vers la fin du domaine de régulation on observe une région contenant deux Bromo
Adjacent Domain (BAH) qui permettrait les interactions de type protéine-protéine mais

également un réle dans le transport de DNMT1 vers les foyers de réplication (Hermann et al.



Etude bibliographique - 56 -

2004, Siedlecki et al. 2006). Le domaine C terminal catalytique est relié¢ au domaine N
terminal par un court enchainement de dipeptides Gly-Lys. Ce domaine catalytique ne peut
fonctionner seul s'il est isolé du domaine de régulation (Fatemi et al. 2001). Enfin, ce
domaine catalytique possede les 10 motifs caractéristiques des cytosines-C5-
méthyltransférases parmi lesquels cing permettent la liaison du substrat (motifs I, IV, VI, VI

et X) (figure 20).

- Les différentes formes de DNMT1 :

Il a été mis en évidence des variants de Dnmtl provenant d'épissages a partir de
['utilisation alternative de trois types d'exons 5' différents (exons 1s, 1o et 1p) en fonction du
sexe aboutissant au controle de I'expression et de la localisation de DNMT1 notamment au

moment de la gamétogenese (figure 21).
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Figure 21. Les différentes formes de transcrit Dnmt1 (Dnmtls, Dnmtlo et Dnmtip)
(d'aprés Turel-Plewa et al., 2005)
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La forme DNMT1s dite "somatique" est exprimée de fagon ubiquitaire dans les
cellules germinales et somatiques. Cette forme longue de DNMT1 provient de |'épissage
alternatif a partir de I'exon 1s donne un messager traduit en une protéine active d'environ
180-190 kilodaltons (kDa) (figure 21). Une autre forme de DNMT1 est exprimée
exclusivement dans l'ovocyte et dans I'embryon préimplantatoire, cette forme identifiée
comme DNMT1o provient d'un épissage alternatif utilisant I'exon 1o donnant un ARNm
codant pour une protéine active plus courte d'environ 175 kDa (figure 21) qui est 'unique
forme de DNMT1 durant la croissance ovocytaire et le développement embryonnaire
préimplantatoire. Enfin, une derniére possibilité d'épissage alternatif, a partir de I'exon 1p,

donne un transcrit Dnmtlp exprimé a un taux élevé et uniquement dans la lignée germinale
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male au stade pachytene de méiose (figure 21). Il n’est pas tres clair si ce transcrit Dnmtlp a
la capacité de coder pour une protéine. Certains auteurs ont conclu que cette La forme de
transcrit Dnmt1p ne permet pas la production de protéine DNMT1, probablement en raison
d’un effet inhibiteur sur la traduction di a la présence de nombreux cadres de lectures
ouverts (ORFs) (Mertineit et al. 1998, Dean et al. 2005, Turek-Plewa et al. 2005, Schaefer et
al. 2007). Cependant, un travail a rapporté I'expression d’un transcrit d’'une forme identique
a Dnmtlp qui a la capacité de produire une protéine dans les cellules musculaires

différenciées (Aguirre-Arteta et al. 2000).

- DNMT1, ADN méthyltransférase de maintien :

DNMT1 est I'ADN méthyltransférase majoritaire au sein des tissus somatiques. Elle
est classiquement décrite comme une ADN méthyltransférase de maintien, c'est a dire
gu'elle recopie et maintient les profils de méthylation au cours des divisions cellulaires
successives (figure 22). En effet, DNMT1 est la plupart du temps transcrite pendant la phase
S du cycle cellulaire et présente une forte affinité pour les sites hémiméthylés. En
conséquence, DNMT1 lit la séquence d'ADN et applique des groupements méthyls en face
de sites CpG hémiméthylés nouvellement répliqués (Jones & Liang 2009). Via son interaction
avec PCNA ou encore UHRF1/NP95, DNMT1 est adressée au niveau sites CpG hémiméthylés
au sein de la fourche de réplication afin de copier I'ensemble des profils de méthylation mis
en place au cours du développement ou de la gamétogenese (Rottach et al. 2009).

L'invalidation de DNMT1 chez la souris entraine une déméthylation massive du
génome se traduisant par des anomalies d'expression des génes a empreinte, d'inactivation
des deux chromosomes X et réactivation d'éléments transposables (tels que la famille
Intracisternal A Particle (IAPs)) et une |étalité embryonnaire par un phénomeéne d'apoptose a

la moitié de la gestation (Li et al. 1992, Goll & Bestor 2005b).
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Figure 22. Représentation simplifiée de la méthylation de novo et de la méthylation de maintien
(d'aprés Reik et al. 1999)

2.2 La famille DNMT3 — Méthylation de novo

La famille des DNMT3 a été identifiée pour la premiere fois en 1998 par Okano et al.
chez la souris et I'nomme sur la base d'homologie de séquences EST (Expressed Sequence
Tag) avec une cytosine méthyltransférase bactérienne (Okano et al. 1998a). Il a été mis en
évidence trois membres dans cette famille (3A, 3B et 3L). DNMT3A et 3B sont des protéines
ubiquitaires généralement considérée comme des ADN méthyltransférases de novo, c'est-a-
dire qu'elles établissent les nouveaux patrons de méthylation au niveau de I'ADN durant

I'embryogenése et le développement des cellules germinales.

2.2.1 Structure, fonction de DNMT3A et DNMT3B

- Structure générale des protéines :

Méme si la structure générale des membres DNMT3A, 3B et 3L est tres similaire, ces
enzymes sont cependant codées par des genes différents. DNMT3A et DNMT3B sont deux
ADN méthyltransférases fonctionnelles tandis que DNMT3L ne posséde pas d'activité
enzymatique (Goll & Bestor 2005).

Au niveau de leur région de régulatrice N terminale, DNMT3A et 3B possedent un
domaine PWWP (Pro-Trp-Trp-Pro) de 100-150 acides aminés qui a pour fonction la liaison
enzymes a I'ADN ainsi que de les cibler vers I’hétérochromatine péricentromérique (figure

20). En N terminal, DNMT3A et 3B possédent également un domaine PHD (Plant
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Homeodomain) ou domaine ATRX (ATRX-homology domain) constitué d'une région riche en
cystéines permettant la formation d'une région en doigt de zinc fixant deux ions Zn2+. Ce
domaine PHD qui permet des interactions protéine-protéine (par exemple avec I'histone
déacétylase HDAC1), est généralement retrouvé au sein des protéines impliquée dans la
régulation de la transcription chez les eucaryotes (Hermann et al. 2004, Chen & Li 2006).
D'autre part le domaine PHD de DNMT3A, suffirait a lui seul pour réprimer la transcription
indépendamment de I'activité méthyltransférase (Bachman et al. 2001, Fuks et al. 2001). Le
domaine catalytique est celui qui est caractéristique des cytosines-C5-méthyltransférases

avec la présence des motifs | a X (figure 20).

- Les différentes formes de DNMT3A :

Deux isoformes de DNMT3A ont été mises en évidence a ce jour, une forme longue
appelée DNMT3A (comprenant les exons 1 a 24 sans l'exon 7) et une forme courte
DNMT3A2 (comprenant les exons 7a-b + les exons 8 a 24) (figure 23A). Ces deux formes
actives qui different en taille par les 223 (chez I'homme) ou 219 (chez la souris) premiers
acides aminés proviennent de |'utilisation de différents promoteurs. Ainsi, la premiere forme
active DNMT3A provient d'un transcrit codant pour une protéine d'environ 130 kDa (figure
23B), cette forme est présente au niveau de |'hétérochromatine et a une expression
ubiquitaire (Weisenberger et al. 2002, Hermann et al. 2004).

La deuxieme forme active courte DNMT3A2 généralement retrouvée au sein de
I'euchromatine est la forme préférentiellement exprimée par les cellules ES et dans les
gonocytes, elle intervient donc dans la méthylation de I’ADN au cours de la vie foetale. Elle
provient de ['utilisation alternative d'un second promoteur contenu dans la région
intronique adjacente a lI'exon 7 qui n'est présent que dans la forme Dnmt3A2 (figure 23A).
L'utilisation de ce second promoteur donne des transcrits aboutissant a une protéine
d'environ 100 kDa (figure 23B) (Chen et al. 2002, Weisenberger et al. 2002).

Chez I'homme, 3 formes différentes de DNMT3A (3A1, 3A2 et 3A3) ont été
identifiées. La forme longue DNMT3A1, donne une protéine catalytiquement active
d'environ 101 kDa correspondant a la forme DNMT3A chez la souris. La forme courte
DNMT3A2 code pour une protéine active de 77 kDa comparable a la forme DNMT3A2

murine. Le transcrit codant pour troisieme forme DNMT3A3 donne une protéine inactive de



Etude bibliographique - 60 -

16 kDa tronquée dans sa partie catalytique qui jouerait un rble de régulateur de la

méthylation de I'ADN (Galetzka et al. 2006, 2007).
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Figure 23. Les différentes formes de DNMT3A chez la souris
(d'apres La Salle et al. 2006) (A) Structure du locus Dnmt3A et des transcrits Dnmt3A et Dnmt3A2, (B) Structure
des protéines DNMT3A et DNMT3A2.

- Les différentes formes de DNMT3B :

Plusieurs transcrits différents de DNMT3B ont également été mis en évidence. Ces
transcrits proviennent de I'épissage alternatif des exons 10, 11, 21 et/ou 22 et sont exprimés
a des taux variables au cours du développement (figure 24).

Les formes DNMT3B1 et 3B2 sont actives tandis que la forme DNMT3B3 est inactive en
raison d'une délétion dans le motif catalytique IX. Cette forme DNMT3B3 jouerait un role de
régulateur positif de la méthylation (Weisenberger et al. 2004). Les formes DNMT3B4 et 3B5
codent pour des protéines inactives tronquées au niveau des motifs IX et X dont le role de
régulateur positif/négatif ou indépendant de la méthylation n'est pas bien connu. Il existe
également des formes DNMT3B6, 3B7 et 3B8 provenant de |'épissage alternatif des exons 22
et 23 (figure 24).

Ces épissages donnent lieu a I'expression de différentes protéines dont la taille est
comprise entre 82 et 120 kDa. Ainsi DNMT3B1 et 3B6 sont identifiées aux alentours des 120
kDa et DNMT3B2 et 3B3 migrent aux alentours de 93 kDa (Weisenberger et al. 2004, La Salle
et al. 2006). L'ensemble de ces différents transcrit donne lieu a une régulation complexe de

I'expression de DNMT3B au cours du développement et en fonction des tissus. Le role des
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différents variants de DNMT3B n’est pas encore bien identifié, mais ils apparaissent souvent

surexprimés dans différents types de cancers (Wang et al. 2008, Su et al. 2010).
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Figure 24. Les différents épissages de DNMT3B chez la souris
(d'aprés Weisenberger et al. 2004, La Salle et al. 2006) (A) Organisation du locus Dnmt3B, (B) Epissages
alternatifs donnant les différents variants de Dnmt3B a partir des exons 11 et/ou 22 et/ou 23 différentiellement
épissés, entre parenthése les exons épissés utilisés pour la production des variants.

- DNMT3A et DNMT3B, ADN méthyltransférases de novo :

La méthylation d'ADN de novo joue un réle principalement durant I'embryogenése et la
vie foetale, mais on peut également retrouver de la méthylation de I'ADN durant la vie adulte
pour le contréle d’expression de genes régulant le devenir d'une cellule ou encore
I'extinction d'expression de séquences d'ADN parasites (ex. éléments transposables)(Fatemi
et al. 2002). DNMT3A et DNMT3B sont fortement exprimées au sein des cellules
embryonnaires, dans les tissus non différenciés et au cours du développement des cellules
germinales au moment ou on assiste aux vagues de déméthylation et de méthylation. Elles
participent ainsi plus généralement a la mise en place les profils de méthylation, elles sont
donc généralement décrites comme des ADN méthyltransférases de novo (figure 22).

L'inactivation de Dnmt3A et 3B bloque la méthylation de novo au sein des cellules ES
et au niveau des embryons. Les souris invalidées pour Dnmt3A meurent rapidement en
raison d'un fort retard dans leur développement conduisant a la mort quatre semaines apres
la naissance alors que I'ensemble des profils de méthylation apparaissent normaux. Tandis
gue l'invalidation de Dnmt3B engendre une létalité embryonnaire au milieu de la gestation
en raison d'anomalies développementales sévéres associées a une déméthylation des

séquences répétées satellites mineures (Okano et al. 1999, Goll & Bestor 2005).
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Des études plus récentes utilisant des invalidations de Dnmt3A ou Dnmt3B
spécifiques des cellules germinales ont montré I'implication de DNMT3A dans la méthylation
de novo des genes a empreinte H19, DIk1-Gtl2 et I'implication de DNMT3A et 3B dans la
méthylation de Rasgrfl. |l a également été montré dans ces travaux que DNMT3A et 3B
étaient nécessaires a la méthylation de séquences répétées : DNMT3A pour les séquences
de type SINE B1, DNMT3B pour les séquences satellites mineures et majeures, DNMT3A et
3B pour les éléments IAPs et LINE-1 (Kaneda et al. 2004, Kato et al. 2007).

2.2.2 Structure et fonction de DNMT3L

- Structure générale de la protéine :

Le membre DNMT3L (DNMT3-like) présente de fortes homologies avec DNMT3A et 3B.
Cependant, DNMT3L ne possede que la partie PHD au niveau de son domaine de régulation,
tandis que le domaine PWWP n'est pas présent. Au niveau de sa région régulatrice DNMT3L
possede seulement les motifs | a VIII ol les résidus catalytiques clés se retrouvent mutés ou
supprimés dans la plupart des motifs conservés (Hermann et al. 2004, Goll et al. 2005)

(figure 20).

- Les différentes formes de DNMT3L :

La mise en évidence de différentes formes de Dnmt3L a été réalisée essentiellement
sur les cellules germinales. En effet au cours de la gamétogenese différentes formes vont
étre transcrites a partir de I'activation de 3 promoteurs distincts spécifiques du sexe (figure
Il.LA.6).

La forme entiere de Dnmt3L codante est initiée a partir d'un promoteur actif
spécifiguement au niveau des prospermatogonies et du testicule périnatal, cette forme
contient I'exon 9a et code pour une protéine d'environ 48 kDa (figure 25). Deés lors que les
cellules germinales males rentrent en méiose, la transcription initiée par le premier
promoteur diminue fortement voire cesse et un second promoteur situé dans l'intron 9 est
activé donnant lieu a la production de trois transcrits différents (figure 25). Ces trois
transcrits, plus courts et non codants, sont obtenus par un épissage alternatif utilisant un
exon 9b et des exons supplémentaires 9cL ou 9cS (figure 25). Ces transcrits plus courts
exprimés chez I'adulte sont suspectés de jouer un role dans la régulation de la production de

la protéine par inhibition de la transcription ou de la traduction.
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Forme
Entiére 1670 bp
Codante 12 34 56 7 8 %a 10 1 12 13

Forme 1 M\./\!/\- 1452 bp

Sb 9cL10 11 12 13

Forme 2 W 1279 bp

Sb 9cS 10 1 12 13

N /\/\/\/\.
Forme 3 —& 1 1113 bp

9 10 1 12 13

Figure 25. Les différentes formes de transcrits de Dnmt3L mises en évidence dans la gonade méle
(d'aprés Showlin et al. 2007)

Enfin, il a été mis en évidence au niveau de |'ovaire d'un troisieme type de promoteur
situé dans un intron du gene adjacent Aire. Ce promoteur donne lieu a la production d'un
transcrit qui code la forme entiére de la protéine DNMT3L dans |'ovocyte (Shovlin et al.

2007) (figure 26).

- DNMT3L : cofacteur indispensable a la méthylation de novo :

DNMT3L est particuliere a deux niveaux. Tout d'abord elle ne possede de domaine
catalytique donc pas d'activité méthyltransférase, d'autre part elle ne joue un roéle
uniguement au cours du développement de la lignée germinale male (Goll & Bestor 2005,
Jeltsch 2006). La fonction principale de DNMT3L est d'intervenir comme cofacteur pour
stimuler I'activité de méthylation de novo, notamment par son interaction avec DNMT3A,
3A2 ou encore DNMT3B (Suetake et al. 2004, Rottach et al. 2009). DNMT3L possede
notamment la propriété d'adresser les DNMTs de novo au niveau de I'ADN nucléosomal par
I'interaction de son domaine N-terminal avec les histones H3K4 (non méthylées sur la lysine
4) (Ooi et al. 2007). Au niveau des cellules germinales I'invalidation de Dnmt3L a montré que
cette protéine aurait un réle majeur dans la méthylation de I'ensemble des séquences
impliquant les ADN méthyltransferases de novo comme les genes a empreintes paternelles
et maternelles, les éléments transposables (Bourc'his & Bestor 2004, Goll and Bestor 2005,

Kato et al. 2007, La Salle et al. 2007).
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2.3 Coopération entre DNMT1, DNMT3A et DNMT3B dans l'initiation et la
maintenance des patrons de méthylation

Comme nous l'avons décrit plus haut, le modeéle classique de méthylation de I'ADN
repose sur une action de méthylation de novo par DNMT3A et 3B durant la gamétogenese et
le développement précoce, tandis que DNMT1 agit au cours de la réplication pour assurer la
maintenance des profils de méthylation initiés par DNMT3A et 3B. Cependant certaines
données suggerent que DNMT1, DNMT3A et DNMT3B interviendraient en collaboration
pour initier et maintenir les profils de méthylation.

La fonction de DNMT1 ne peut pas étre limitée a celle de méthylation de
maintenance. En effet, des données obtenues in vitro suggerent que DNMT1 pourrait
collaborer avec DNMT3A dans le processus de méthylation de novo (Fatemi et al. 2002,

Gowher et al. 2005).
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Réplication de 'ADN

T 86

1 UL é)dr)) I‘I

T {
o O

0 O =) o
2 O O

Figure 26. Modeéle pour I'un des processus de méthylation de novo associant DNMT3A puis DNMT1
(d'apres Hsieh, 2005) DNMT3A initie la méthylation sur un des brins d'’ADN au niveau de sites CpG spécifiques
(cercles noirs). Apres réplication de I'ADN, DNMT1 va méthyler I'autre brin d'ADN (cercles ouverts) au niveau des
sites hémiméthylés (méthylation de maintenance). L'ADN hémiméthylé stimule également une activité de type
de novo de DNMT1 pour la méthylation de sites CpG non méthylés au préalable (cercles ouverts indiqués par ?).

Dans ce modele, une premiere étape de méthylation intervient par l'action de
DNMT3A au niveau de séquences cibles spécifiques sur un brin de I'ADN (figure 27). Par la
suite, ces brins d'ADN hémiméthylés nouvellement formés conduiraient a la stimulation de
DNMT1 pour étendre la méthylation sur les deux brins d'ADN au niveau de CpG non
méthylés au préalable. Cette fonction de DNMT1 dans un processus de novo interviendrait

en plus de sa capacité a méthyler au niveau de sites hémiméthylés au cours de la

méthylation de maintenance (Fatemi et al. 2002, Hsieh 2005).
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De la méme facon, le r6le de DNMT3A et 3B ne peut pas étre réduit a la seule
méthylation de novo. En effet, lorsque I'on regarde la méthylation d'ADN au sein de cellules
ES déficientes en DNMT3A ou 3B, on constate une augmentation de 30% du taux d'ADN
méthylé sur un seul brin. Au sein de ces cellules ES on constate également une perte
graduelle de méthylation au niveau des séquences répétées et des genes soumis ou non a
empreinte au cours des divisions cellulaires (Chen et al. 2003). Tres récemment, Jones et al.
ont proposé un nouveau modele permettant d'intégrer I'implication de DNMT3A et DNMT3B
dans la méthylation de maintenance en coopération avec DNMT1 (figure 28)(Jones & Liang

2009).
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Figure 27. Modéle révisé de la maintenance des patrons de méthylation
(d'aprés Jones et Liang, 2009) Dans ce modéle DNMT3A et DNMT3B agissent apreés la méthylation par DNMT1
pour compléter et corriger les profils de méthylation recopiés par DNMT1 au cours de la réplication.

Dans ce modele, DNMT1 permet la maintenance de la plupart de la méthylation de
I'ADN en collaboration avec UHRF1 et PCNA. En parallele, au sein des cellules somatiques,
DNMT3A et 3B sont fixées en permanence au niveau des nucléosomes dans les régions
riches en CpG et au niveau des séquences répétées. Juste aprés le passage de la fourche de
réplication, DNMT3A et 3B agiraient alors en complétant la méthylation de I'ADN et
corrigeant les erreurs laissées par DNMT1. A la différence de DNMT1, I'action des DNMT3
dans ce contexte ne nécessite pas de lecture du brin parental, elles agiraient directement en

méthylant le brin d'ADN nouvellement synthétisé.
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2.4 DNMT2 - Méthylation des ARNt

2.4.1 Généralités et structure de la protéine

DNMT2 est la protéine la plus largement conservée et la plus représentée parmi les
eucaryotes mais également chez des organismes qui ne posseédent que ce type de DNMT
comme Drosophila Melanogaster. La structure de DNMT2 se rapproche des
méthyltransférases bactériennes (exemple, M.Hhal) notamment par I'absence de domaine N
terminal de "régulation" (figure 20).

Bien que I'on retrouve une conservation des motifs catalytiques caractéristiques des
DNMTs au sein de DNMT2, son activité méthyltransférase est faible et son invalidation chez
la souris n'entraine pas d'anomalies particuliere ni de modification dans les taux de
méthylation au niveau de I'ADN (Okano et al. 1998, Dean et al. 2005). Par ailleurs, une étude
réalisée a partir de protéine DNMT2 recombinante humaine a permis de montrer une
activité résiduelle de méthylation de I'ADN avec peu ou sans spécificité de séquence
(Hermann et al. 2003). L'explication de la faible activité méthyltransférase de DNMT2
pourrait venir en partie de la nécessité d'un cofacteur particulier mais également de la
présence d'un résidu tyrosine dans son Target Recognition Domain, il semble donc que
DNMT2 possede d'autres fonctions que la méthylation de I'ADN (Schaefer & Lyko 2009).

Le transcrit de DNMT2 est exprimé a des taux relativement faibles dans I'ensemble
des tissus adultes chez I'homme ou encore la souris, on en retrouve également dans les
cellules souches embryonnaires murines. Aussi, il a été mis en évidence une expression plus

forte de DNMT2 dans certaines lignées cancéreuses (Hermann et al. 2004).

2.4.2 Roéle particulier de DNMT2 dans la méthylation des ARNt

DNMT2 possede une activité majeure de méthylation des ARN de transfert (ARNt)
dont le mécanisme ressemble a celui utilisé par lors de la méthylation de I'ADN (Goll et al.
2006). Cette activité a notamment été mise en évidence sur la cytosine 38 de I'ARN de
transfert de I'acide aspartique. Ceci fait de DNMT2 plus une ARN méthyltransférase qu'une
ADN méthyltransférase. Le mécanisme de méthylation des ARN de transfert étant impliqué
dans leur stabilité, une altération de ce processus peut avoir des conséquences sur le taux et

la fidélité de la synthése protéique.
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Une suppression de DNMT2 au niveau de cellules souches embryonnaires n'entraine
pas de phénotype particulier et les souris invalidées pour le gene Dnmt2 sont viables et
présentent une fertilité normale (Goll et al. 2006). Cependant, |'utilisation de I'azacytidine,
inhibiteur global de DNMTs, entraine une déméthylation des ARNt faisant chuter |'activité
métabolique de cellules cancéreuses humaines. Ceci permet ainsi de suggérer d'éventuelles
implications de DNMT2 dans les voies de signalisation du cancer via son activité de

méthylation des ARNt (Schaefer & Lyko 2009).

3 Implications et dynamique de la méthylation de 'ADN

La méthylation de I'ADN est un processus clé au cours de processus biologiques
majeurs comme : la régulation de I'expression des genes, la mise en place de I'empreinte
génomique parentale, l'inactivation du chromosome X chez la femelle ou encore
I'inactivation des éléments transposables. Ces processus biologiques impliquant Ia
méthylation de I’ADN suivent une dynamique particuliere au cours de la gamétogenése et du

développement embryonnaire précoce.

3.1 Implication de la méthylation de I'ADN dans la régulation d'expression
des génes

Deux modeles sont classiquement admis pour la régulation d'expression des genes
par méthylation de I'ADN.

Le premier modele repose sur l'inhibition directe de la liaison d'activateur de
transcription (ex. facteurs de transcription) au niveau des régions régulatrices des génes
aprés méthylation (figure 29). Aussi des facteurs de transcription comme AP-2, cMyc, CREB,
E2F et NFkB ont été montré comme sensible a la méthylation empéchant leur liaison au
niveau du promoteur des génes (Sulewska et al. 2007). On peut également prendre
I'exemple de la méthylation au niveau de la région régulatrice du locus H19/Igf2 qui

empéche la liaison directe de |'activateur transcriptionnel CTCF.
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Figure 28. Modeéles de répression transcriptionnelle par méthylation de ’ADN

(d’aprés Klose & Bird, 2006) (a) Les groupements CH3 au niveau du promoteur empéchent la liaison de
facteurs de transcription, (b) Les methyl-CpG-binding proteins (MBDs) reconnaissent les groupements CH3 et
recrutent des co-répresseurs afin d’inhiber la transcription en modifiant la chromatine, (c) En plus de leur
activité ADN méthyltransférase les DNMTs peuvent se lier aux histone déacétylases et méthyltransférases
permettant ainsi de coupler méthylation de I’ADN et modifications des histones, (d) La reconnaisance par les
MBDs de groupements CH3 au sein des génes et la modification locale de la chromatine peut également inhiber
la progression de la machinerie de transcription.

Le second modele repose sur une "lecture" des séquences d'ADN méthylées par des
Methyl Binding Proteins (MBPs) qui recrutent des co-répresseurs transcriptionnels au niveau
des sites méthylés afin d'éteindre la transcription des génes (figure 29) (Klose & Bird 2006).
A ce jour trois familles de MBPs ont été décrites : les Methyl-CpG Binding Domain (MBDs),
les UHRF et la famille Kaiso. Afin d'inhiber la transcription, les protéines MBPs peuvent
recruter des protéines de modification des histones comme les Histones Déacétylases
(HDACsS), les Histones Methyltransferases (HMTs) et certains complexes de remodelage de la
chromatine.

Parmi la famille MBDs les membres MBD1, 2 et 3 peuvent lier les HDACs et certains
compléxes de remodelage du nucléosome comme MeCP1 et NuRD. MBD1 peut également
se lier a I'histone méthyltransférase SetDB1. La capacité de liaison des MBDs a de tels
facteurs permet d'étendre I'état de répression de la transcription initié par la méthylation de

I'ADN a I'ensemble de la chromatine (figure 30) (Klose & Bird 2006).
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Figure 29. Lien entre la méthylation de I’ADN, les modifications d’histones et la structure de la chromatine
(d’aprés Rottach et al. 2009).

Cependant, les MBDs ne sont pas les seuls facteurs a intervenir pour faire ce lien
entre la méthylation des CpG et I'extinction d'expression des génes (figure 30). Les protéines
UHRF1 et 2 peuvent par exemple reconnaitre I'ADN méthylé via leur domaine SRA et
recruter d'autres facteurs de remodelage de la chromatine comme I'HMT G9a et HDACI.
D'autre part, UHRF1 permet de cibler DNMT1 au niveau des sites méthylés de fagon
assymétriques pour permettre la méthylation du brin complémentaire lors de la réplication
(Rottach et al. 2009).

De plus, les protéines de la famille Kaiso grace a leur domaine en doigt de Zinc
peuvent reconnaitre deux CpG méthylés consécutifs afin de recruter le complexe NCoR
contenant des protéines possédant les activités de type HDAC et de remodelage de la
chromatine ce qui permet d'amplifier I'inhibition de transcription en modifiant I'ensemble de
la chromatine au niveau de la région ciblée par la méthylation des CpG (R. Klose & A. Bird
2006).

Outre leur activité catalytique de méthylation de I'ADN, les DNMTs peuvent
intervenir directement dans l'extinction de |'expression des génes en interagissant et

recrutant d'autres facteurs de remodelage de la chromatine comme SNF2H (intervenant
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dans le remodelage de la chromatine ATP-dépendant), certaines histones
méthyltransférases (Suv39hl, SetDB1 et G9a), le complexe Polycomb PRC2 et

I'Heterochromatin Protein 1 (HP1)(Rottach et al. 2009).

3.2 L'empreinte génomique parentale

L'empreinte génomique consiste en |'expression spécifique d'un gene a partir d'un
seul alléle en fonction de son origine maternelle ou paternelle.

Cette empreinte génomique parentale est mise en place au cours de la
gamétogenese dans les deux sexes principalement par la méthylation de I'ADN au niveau de
régions régulatrices appelées Imprinting Control Region (ICRs) ou Differencially Methylated
Domain (DMD)(figure 31)(Bartolomei 2009). La méthylation de I'ADN au niveau des génes a
empreinte paternelle commence chez la souris a 15,5 jours embryonnaires au niveau des
cellules germinales primordiales pour n'étre compléte qu'au stade pachytene de la méiose
tandis que, la méthylation des genes a empreinte maternelle au niveau de I'ovocyte se
déroule durant la vie post-natale avant I'ovulation. Ainsi, les génes soumis a empreinte
portent une marque épigénétique (méthylation de I'ADN associée a des modifications des
histones) caractéristique de leur origine parentale de telle sorte qu'un des alleles parentaux
est exprimé tandis que l'autre est réprimé.

Actuellement, il a été recensé environ 100 génes a empreinte chez la souris qui sont
pour la majorité conservés chez I'homme, et ces genes sont le plus souvent regroupés en
clusters permettant le contréle de leur expression a partir d'une ICR. La plupart des ICRs sont
méthylées sur l'allele maternel (ex. Igf2R, Snrpn) tandis que trois locus a empreinte
paternelle ont été mis en évidence : H19-Igf2, DIk1-Gtl2 et Rasgrfl (Bartolomei 2009).
L'acquisition de I'empreinte paternelle repose sur l'action de DNMT3A tandis que
I'empreinte maternelle nécessite I'activité DNMT3A et de son cofacteur DNMT3L (Kato et al.
2007, Bourc'his et al. 2001). Il existe une exception pour le géne Rasgrfl qui requiert

également I'action de DNMT3B (Kato et al. 2007).
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Figure 30. L'empreinte génomique parentale chez la souris

(d'aprés Bartolomei 2009) (A) Représentation schématique d'un cluster de génes a empreinte. Le cluster
contient des genes exprimés a partir de I'alléle maternel (rectangles roses), de I'allele paternel (rectangles bleus)
et des génes exprimés a partir des 2 alléles non soumis a empreinte (rectangles bleus clairs). Les Imprinting
Control Region (ICR, rectangles jaunes) contrélent I'empreinte d'un certain nombre de génes de la région. Ces
clusters a empreinte peuvent contenir également des Differencially Methylated Region (DMR, rectangles
jaunes) qui acquierent leur méthylation aprés le stade préimplantatoire, (B) Exemple de régulation au niveau du
locus H19/1gf2. Le géne H19 s'exprime a partir de I'alléle maternel tandis que le géne Igf2 s'exprime & partir de
l'alléle paternel. Sur le chromosome maternel, la région ICR non méthylée fixe le facteur CTCF ce qui permet de
constituer un élément insulateur empéchant l'activation de Igf2 mais autorisant l'activation de H19 par des
enhancers. Sur le chromosome paternel, la présence de méthylation au niveau de I''CR empéche la ligison de
CTCF, ce qui permet l'activation de Igf2 par les enhancers en aval de H19.

De méme, il a été mis en évidence l'implication d'autres facteurs comme
BORIS/CTCFL (Brother Of the Regulator of Imprinted Sites) dans l'acquisition de I'empreinte
paternelle favorisant I'action de DNMT3A et 3B au niveau de sites spécifiques.

Il est également important de noter que les marques épigénétiques situées au niveau
des genes a empreinte ne sont pas soumises a la vague de reprogrammation du génome qui
intervient juste apres la fécondation. Méme si I'ensemble des facteurs impliqués dans la
maintenance des empreintes au cours de I'embryogenese précoce ne sont pas encore bien

connus, le role de DNMT1 (DNMT1lo et DNMT1s) est primordial afin de transmettre
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I'empreinte au cours de la réplication de I'ADN. D'autre part, il semblerait qu'un certain
nombre de protéines interviennent pour protéger ces séquences de la déméthylation
massive tels que MBD3 appartenant au complexe NuRD (maintien de |I'empreinte paternelle
de H19), ou bien encore d'autres facteurs comme ZFP57 (maintien des empreintes au niveau
de Pegl, Peg3, Peg5 et DIk1), RBBP1/ARID4A et RBBP1L1/ARID4B (maintien de I'empreinte
au niveau du locus Snrpn) ou encore la protéine STELLA (Bartolomei 2009).

En définitive, le controle de I'expression des genes a empreinte est indispensable
puisqu'ils sont notamment impliqués dans le développement, la croissance du foetus et du
placenta mais semblent également impliqués dans certains processus durant la vie post-
natale. Le r6le primordial de I'empreinte génomique parentale est démontré notamment par
les anomalies de méthylation de ces genes dans [|'étiologie de nombreux syndromes
pathologiques comme les syndromes de Beckwith-Weidemann ou de Silver-Russel qui sont
fortement associés a une anomalie d'empreinte au niveau de H19-Igf2 (lderaabdullah et al.

2008).

3.3 L'inactivation du chromosome X

Chez les mammiferes, la différence de nombre de chromosome X entre male et
femelle implique un phénomene de compensation de dose afin d'ajuster la dose des genes
liés au chromosome X.

Il existe donc chez la femelle (chez les mammiféeres) un phénoméne aléatoire
contribuant a rendre silencieux I'un des deux chromosomes X au cours du développement
précoce. L'inactivation du X est initiée a partir d'un locus agissant en cis appelé X-Inactivation
Center (XIC) qui comporte le gene Xist (X-inactive specific transcript) codant pour un ARN
non codant et un transcrit antisens appelé Tsix. Le X-Inactivation Center permet de
"compter" le nombre de chromosomes X par un mécanisme qui n'est pas encore bien connu
et autorise alors la production de I'ARN non codant Xist a partir du chromosome X a inactiver
afin de stimuler I'extinction en cis (Kim et al. 2009). Le gene Xist du chromosme X actif est
guand a lui inhibé par méthylation de I'ADN (Wutz & Gribnau 2007). D'autre part,
I'expression de I'ARN Xist est régulée par la production de I'antisens Tsix. Une fois transcrit,
I'ARN Xist vient alors se déposer progressivement le long du chromosome X a inactiver. Par

la suite, I'extinction du chromosome X initiée par I'ARN Xist est accompagnée d'une série de
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modifications épigénétiques impliquant les complexes Polycomb (PcG complex), les histones
déacétylases et méthyltransférases, et les ADN méthyltransférases afin de stabiliser cet état
silencieux au cours des divisions cellulaires (Wutz & Gribnau 2007). Ainsi, il a été mis en
évidence au cours de cette inactivation du X une hypoacétylation de |'histone H4, une
accumulation de triméthylation au niveau des lysines 9 et 27 au niveau de I'histone H3, une
accumulation du variant d'histone macroH2A qui s'accompagnent de la mise en place de
méthylation de I'ADN au niveau des promoteurs des génes présents (Kim et al. 2009). En
outre, I'étude des embryons déficients pour DNMT1 a permis de montrer que la méthylation
de I'ADN était indispensable pour le maintien de I'extinction au niveau du chromosome X

inactif (Sado et al. 2000).

3.4 L'inactivation des éléments transposables

Les éléments transposables sont des éléments d'ADN parasites du génome qui
peuvent étre mobiles. Lorsqu'ils sont actifs, ces éléments transposables peuvent étre source
de mutations par insertion au niveau du promoteur ou de la séquence codante des genes,
mais également causer des cassures chromosomiques, des recombinaisons aléatoires et des
réarrangements du génome (Slotkin & Martienssen 2007). Par ailleurs, ces éléments
transposables peuvent influencer le comportement des génes aux alentours en agissant tels
des promoteurs alternatifs ou des enhancers (Kim et al. 2009).

Afin d'empécher et de minimiser les effets néfastes induits par I'activation des
éléments transposables, le génome a mis en place des mécanismes de défense reposant sur
des mécanismes épigénétiques (méthylation de I'ADN et modifications des histones) afin de
supprimer leur activité. En conséquence, la méthylation de I'ADN joue un réle crucial dans
I'inactivation des transposons et rétrotransposons au cours du développement
préimplantatoire et des cellules germinales.

Dans ce processus DNMT1 semble avoir un réle tres important dans le maintien de la
méthylation au niveau des éléments transposables. Ainsi l'inactivation de DNMT1 au sein de
cellules ES entraine la déméthylation des éléments MLV (Murine Leukemia Virus), IAP
(Intracisternal A Particle), MusD et LINE-1 (Long Interspersed Elements 1). La forme DNMT1s
serait trés importante pour maintenir la méthylation des éléments transposables au cours de

la phase de développement préimplantatoire. En effet, chez les embryons DNMT1 KO ou
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encore l'inactivation par ARN interférent de DNMT1s au sein de I'embryon de souris induit
une déméthylation, la réactivation et la production de transcrits a partir des éléments de
type IAP (Maksakova, Mager, and Reiss 2008, Kim, Samaranayake, and Pradhan 2009).

DNMT3A et 3B jouent également un role dans la méthylation des éléments
transposables. Par exemple, les embryons déficients en DNMT3B ne se développent pas a
terme et présentent une déméthylation des éléments /AP et MLV. D'autre part, la double
invalidation de DNMT3A et 3B au sein de cellules ES ou dans les embryons entraine une
légere déméthylation des éléments IAP, MLV et MusD. La culture prolongée de cellules ES
déficientes en DNMT3A et 3B engendre la perte massive de méthylation au niveau des
séquences /AP et MLV indiquant que DNMT1 ne serait pas suffisante pour la maintenance de
méthylation de ces séquences (Maksakova et al. 2008). Enfin, les études sur l'invalidation
conditionnelle de Dnmt3A et 3B dans les cellules germinales ont montré le r6le de DNMT3A
dans la méthylation des séquences SINE B1, et de DNMT3A/3B dans la méthylation de
séquences IAP et LINE-1 (39, 40).

DNMT3L joue un role majeur, en collaboration avec DNMT3A ou DNMT3A2, dans
I'établissement de la méthylation des éléments transposables au sein des cellules germinales
males préméiotiques. Ainsi, chez les males déficients en DNMT3L on observe une
déméthylation massive et une réactivation des rétrotransposons comme les IAP et LINE-1

(Bourc'his & Bestor 2004, Kato et al. 2007, Maksakova et al. 2008).

3.5 La méthylation de I'ADN : un processus dynamique

La méthylation de I'ADN suit une dynamique marquée par deux périodes clés : la

gamétogenese et le développement embryonnaire précoce.

3.5.1 Au cours de la gamétogenése : effacement et réécriture des patrons de

méthylation

Chez la souris, au cours de la gamétogenése précoce on observe un phénomene
déméthylation globale (effacement) au niveau du génome des CGPs suivie d’'un phénomeéne

de reméthylation (réécriture) au niveau des lignées germinales males ou femelle (figure 32).
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Figure 31. Les cycles de reprogrammation du génome via la méthylation de ' ADN
(d’aprés Dean et al. 2005) La figure présente les niveaux de méthylation de I'ADN dans les gamétes en
formation et aprés la fécondation pendant le développement embryonnaire précoce : au niveau des génes a
empreinte dans la lignée germinale (courbe en noir), au niveau des gamétes mdles (courbe en bleu) et femelle
(courbe en rouge).

La déméthylation se fait au cours de la phase de colonisation des crétes génitales par
les CGPs (figures 32 et 33). Elle débute aux alentours de 10,5-11,5 jpc, et a 12,5 jpc
I’effacement des patrons de méthylation est maximal se traduisant dans les deux sexes par
la déméthylation de la plupart des séquences génomiques dont les séquences soumises a
empreintes parentales, les génes sur le chromosme X inactif et les séquences répétées (ex.
éléments transposables LINE-1 et IAPs, séquences satellites mineures) (Dean et al. 2005,
Swales & Spears 2005, Lees-Murdock & Walsh 2008).

Par la suite un phénomene de reméthylation de I’ADN au niveau du génome et en
particulier des séquences soumises a empreinte se met en place en fonction du sexe de
I'individu (figures 32 et 33) :

(1) Dans la lignée germinale male, la reméthylation du génome débute durant la vie
foetale au niveau des cellules gonocytes quiescents et se poursuit aprés la naissance dans les
cellules germinales mitotiques et méiotique pour n'étre totale qu'au stade pachytene de
méiose (Trasler 2009). Nous reviendrons plus loin sur les spécificités de la méthylation de
I'ADN au cours de la gamétogenése male.

(2) Dans la lignée germinale femelle acquiert ses profils de méthylation aprées la

naissance au niveau des ovocytes en croissance aprés le stade pachyténe de méiose | (Dean

et al. 2005).
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Figure 32. Les deux vagues de méthylation au cours de la gamétogenése et du développement embryonnaire
précoce chez la souris
(d'aprés Swales & Spears, 2005).

3.5.2 La deuxieme vague de méthylation : le développement embryonnaire

précoce

Apres la fécondation, on assiste de nouveau a une phase de déméthylation du
génome avant la fusion des pronucléi (Swales & Spears 2005). Cette phase de déméthylation
intervient durant le stade préimplantatoire chez la souris (figure 33).

(1) Au niveau du pronucléus male on observe une déméthylation trés rapide du
génome par des processus actifs. Les enzymes impliquées dans ce processus ne sont pas
encore bien identifiées.

(2) Au niveau du pronucléus femelle la déméthylation du génome est lente par un
mécanisme passif lors des divisions successives en absence d’activité de méthylation de
maintenance au cours de la réplication de I’ADN (exclusion de DNMT1 hors du noyau).

Comme nous lI'avons déja mentionné plus haut, les génes soumis a empreinte ou
encore certains éléments transposables comme les IAPs sont protégés de la déméthylation

au cours du développement embryonnaire précoce



Etude bibliographique - 77 -

Puis apres I'implantation, on observe progressivement une reméthylation globale du
génome lorsque se différencient les deux premiers lighages embryonnaires (masse cellulaire

interne et trophectoderme)(Dean et al. 2005).

4 Régulation de I'expression et de I'activité des DNMTs

Etant donné que la méthylation de I'ADN ne se fait pas de fagon aléatoire au niveau
du génome, ce processus requiert une régulation fine afin de pouvoir initier et maintenir les
profils de méthylation au bon endroit et au bon moment. Il existe ainsi deux niveaux de
régulation de la méthylation de I'ADN : (1) une régulation directement sur I'expression des

DNMTs et, (2) une régulation au niveau de |'activité de méthylation.

4.1 Régulation par des facteurs de transcription

Les facteurs de transcription SP1 et SP3 ont été identifiés comme des régulateurs de
I'expression de DNMT3A et DNMT3B dans des lignées humaines. Il a par exemple été mis en
évidence de nombreux sites de liaison de SP1 au niveau du promoteur de DNMT3A et
DNMT3B, la surexpression de SP1 ou SP3 augmente l'activité des promoteurs respectifs de
ces deux genes et il a également été démontré une interaction physique de SP1 et SP3 au
niveau de leurs promoteurs (Jinawath et al. 2005). Cependant, d'aprés ces mémes travaux, il
semble que SP3 ait un réle plus important dans la régulation de I'expression de DNMT3A et
DNMT3B étant donné que la surexpression de SP1 dans les lignées cellulaires n'a pas un effet
margqué sur le taux de transcrits de ces deux DNMTs. Sur le méme principe, des auteurs ont
montré la potentielle implication de SP1 et SP3 dans la régulation de I'expression de Dnmt1
chez la souris (Kishikawa et al. 2002). Le tableau 2 présente quelques exemples de facteurs

de transcription ayant été démontrés comme régulateur d'expression des DNMTs.
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Facteur de transcription | Géne de DNMT ciblé | Espéce | Références bibliographiques
SP3, (SP1) DNMT3A, DNMT3B | Homme (Jinawath et al. 2005)
SP1, SP3 Dnmtl1 Souris (Kishikawa et al. 2002)
VEZF1 Dnmt3B Souris (Gowher et al. 2008)
AP-1 DNMT1 Homme (Tsai et al. 2006)
STAT3 DNMT1 Homme (zhang et al. 2006)
HOXB3 DNMT3B Homme (Palakurthy et al. 2009)
E2F1 DNMT1 Homme (McCabe et al. 2005)
E2F1 Dnmt1 Souris (McCabe et al. 2005)

Tableau 2. Quelques exemples de facteurs de transcription régulant I'expression des génes DNMTs

4.2 Régulation par les microRNAs

Une autre voie possible pour la régulation d'expression des DNMTs est la voie des
microARNs. Les microARNs vont réguler les DNMTs en dégradant leur transcrits et/ou en
inhibant leur traduction.

L'une des familles tres bien caractérisée quand a sa capacité de régulation
d'expression des DNMTs est la famille miR-29. En effet, il a été montré par I'équipe de Croce
gu'au niveau de cellules de cancer du poumon miR-29a, b et ¢ pouvaient stimuler la
dégradation de transcrits de DNMT3A et 3B associée a une diminution du taux de ces deux
protéines (Fabbri et al. 2007a). De méme, les auteurs on démontré au sein de cellules de
leucémie myéloide chronique le role direct de miR-29b dans le contréle d'expression des
transcrits et protéines de DNMT3A et 3B, ainsi qu'un rdle indirect sur la transcription de
DNMT1 via le contréle du facteur de transcription SP1 (Garzon, Liu, et al. 2009), (Griffiths &
Gore 2009). Dans une étude récente chez la souris, des travaux portant sur les cellules
foetales de la lignée germinale femelle ont permis de mettre en évidence la conservation du
mécanisme d'inhibition d'expression de Dnmt3A et 3B ciblées le microARN miR-29b (Takada
et al. 2009). Un certain nombre d'autres travaux ont permis de mettre en évidence le
contréle direct ou indirect de certains microARNs sur les DNMTs et sont présentés dans le

tableau 3.
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DNMT(s) Régulation directe Références
MicroARN(s) Espéce, type de tissu
ciblée(s) ou indirecte bibliographiques
miR-29a, miR-29b, DNMT3A Homme, lignée et tissu cancer du
Effet direct (Fabbri et al. 2007b)
miR-29c¢ DNMT3B poumon
DNMT3A Homme, lignées et biopsies (Garzon, Liu, et al.
miR-29b Effet direct
DNMT3B leucémies myéloides chroniques 2009)
Homme, lignées et biopsies Effet indirect via (Garzon, Liu, et al.
miR-29b DNMT1
leucémies myéloides chroniques activateur SP1 2009)
Souris, cellules germinales
Dnmt3A
miR-29b primordiales femelle et cellules Effet direct (Takada et al. 2009)
Dnmt3B
NIH3T3
Homme, lignée et biopsies cancer
miR-143 DNMT3A Effet direct (Ng et al. 2009)
colorectal
Homme, diverses lignées
miR-148 DNMT3B Effet direct (Duursma et al. 2008)
cellulaires
Dnmt3A
Effet indirect via (Sinkkonen et al.
miR-290s Dnmt3B Souris, cellules ES
répresseur Rbl2 2008)
Dnmtl
Dnmt3A

Effet indirect via
miR-290s Dnmt3B Souris (Benetti et al. 2008)
répresseur Rbl2
Dnmtl

Tableau 3. Les microRNAs impliqués dans la régulation d’expression des DNMTs

4.3 Régulation par méthylation de I'ADN au niveau des génes des DNMTs

L'une de possibilités de régulation de I'expression des DNMTs peut également étre
une régulation par méthylation propre des genes de DNMTs. Dans ce contexte Hu et al. ont
démontré chez la souris I'existence, au cours du développement embryonnaire, d'une boucle
d'autorégulation de I'expression de Dnmt3L par méthylation de son promoteur impliquant
I'activité de novo de DNMT3A, 3B et de DNMT3L en tant que cofacteur (Hu et al. 2008). Un
autre travail a caractérisé la régulation de DNMT3L par méthylation dans les cancers
cervicaux, ainsi par l'analyse sur des biopsies et des lignées cellulaires il a été mis en
évidence une corrélation entre le taux de méthylation du promoteur et le niveau
d'expression de DNMT3L (Gokul et al. 2007). Chez I'hnomme, un travail sur des tumeurs
germinales testiculaires a fait ressortir que le gene DNMT3A pouvait étre régulé par
méthylation au niveau de régions introniques dans sa séquence pouvant contribuer ainsi a la

régulation de son expression (Ishii et al. 2007). Enfin, 'analyse des promoteurs des génes
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DNMT3A et 3B chez I'homme, montre qu'ils possedent des régions riches en CpG suggérant
la possibilité d'une extinction d'expression par méthylation de I'ADN (Yanagisawa et al.

2002).

4.4 Les facteurs régulant I'activité des DNMTs

En ce qui concerne la régulation de l'activité de méthylation des DNMTs divers
facteurs peuvent intervenir. Chaque jour, un nombre important de publications décrivent de
nouveaux mécanismes de régulation de |'activité de méthylation. De maniere simplifiée, ces
facteurs interviennent :

(1) En liant et ciblant les DNMTs au niveau des sites a méthyler, cette action sera
effectuée par des cofacteurs (ex. DNMT3L) et adaptateurs (ex. UHRF1),

(2) En régulant l'accessibilité des DNMTs au niveau des sites a méthyler par des
remaniements des histones et du nucléosome, ceci impliquera I'action de facteurs agissant
sur la chromatine en méthylant les histones (ex. Suv39H1 et H2), ou modulant la chromatine

par des processus ATP dépendants (ex. ATRX).

5 1a déméthylation de I'ADN

5.1 Implication de la déméthylation de ’'ADN

La méthylation de I'ADN est un processus réversible qui peut soit impliquer une
démeéthylation passive au cours de la réplication ou une déméthylation active. Comme cela a
déja été mentionné plus haut, au cours du développement précoce juste aprés la
fécondation il existe une phase de déméthylation rapide du pronucléus male. Etant donné
gue la déméthylation passive se fait normalement au cours des cycles de réplication
cellulaires, la déméthylation rapide observée dans ce cas implique nécessairement
I'intervention de mécanismes actifs (Abdalla et al. 2009).

La déméthylation de I’ADN semble également intervenir dans d’autres processus
comme dans la neurogenése (déméthylation au niveau de Bdnf et Fgf-1), au cours de la

réponse immunitaire (déméthylation au niveau d’/L-2 et IFN-y) mais également au cours du
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processus de tumorigenése ol I'on observe tres fréquemment une déméthylation globale du

génome (Zhu 2009).

5.2 Meécanismes potentiels de déméthylation de ’ADN

5.2.1 Les 5-methylcytosine glycosylases

Dans ce mécanisme une activité DNA glycosylase, vraisemblablement par une
thymine DNA glycosylase ou la methyl CpG binding protein MBD4, initie une réparation par
excision de bases au niveau de I’ADN en clivant le pont entre la base 5-methylcystosine et le
desoxyribose ce qui cré un site abasique AP (figure 34). Ensuite une endonucléase AP enleve
le désoxyribose et le trou est remplacé par une ADN polymérase et une ADN ligase (Zhu

2009). Ceci permet de remplacer une cystosine méthylée par une cytosine.

5.2.2 Mécanisme d’hydrolyse par MBD2

Un autre mécanisme possible est I'hydrolyse des groupements methyls par la methyl
CpG binding protein MBD2 ce qui entraine le remplacement du CH3 par un atome
d’hydrogéne (figure 34). Pour I'instant ce mécanisme reste controversé étant donné qu’un

seul groupe a mis en évidence cette activité (Detich et al. 2002).

5.2.3 Déamination des 5-methylcytosines couplée a la réparation des
mésappariements G/T

Ce processus implique la déamination des 5-methylcytosines en thymine, puis des

ADN glycosylases réparent le mésappariement entre la thymine et la guanine qui lui fait face

(figure 34). Les enzymes impliquées dans ce mécanisme appartiennent probablement a la

famille des cytidines déaminases AID/APOBEC-1 (Activation Induced

Deaminase/Apolipoprotein B RNA-editing catalytic component-1) (Zhu 2009).

5.2.4 La déméthylation oxidative

La déméthylation de I’ADN pourrait également survenir par un mécanisme de
déméthylation oxidative faisant intervenir des oxydases ciblant spécifiquement les 5-
methylcytosines (figure 34), mais a ce jour ce type d’enzyme n’a pas encore été identifié

chez les mammiferes. La conversion des 5-methylcytosines par oxidation en 5-
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hydroxylmethylcytosine (réalisée par I'enzyme TET1) pourrait également permettre une

déméthylation passive puisqu’elles ne sont pas reconnues par DNMT1 (Zhu 2009).
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Figure 33. Les mécanismes potentiels pour la déméthylation de ’ADN chez les mammiferes
(d’aprés Zhu 2009)

6 La méthylation de I'ADN et les ADN méthyltransférases dans le
testicule et la spermatogeneése

L'étude d'expression des génes/protéines correspondant aux DNMTs au niveau
testiculaire a permis de mettre en évidence une régulation trés fine de ces enzymes au cours
de la maturation des cellules testiculaires chez la souris et chez 'hnomme. Nous allons décrire
ici la localisation et I'expression spécifique de chacune des DNMTs au niveau du testicule
foetal puis adulte. Cette localisation et expression des DNMTs au niveau testiculaire aura
notamment des répercussions sur la dynamique et les spécificités de la méthylation de I'ADN

au cours de la gamétogenese male.

6.1 Expression dynamique des différentes DNMTs dans le testicule et
durant la maturation des cellules germinales

6.1.1 DNMTI1 dans le testicule feetal et adulte

- Chezla souris :

Dans le testicule feetal chez la souris I'expression de la protéine DNMT1 est retrouvée
dans les CGP a 11,5 jours embryonnaires et dans les cellules somatiques, puis dans les
gonocytes en mitose au sein des cordons testiculaires I'expression de DNMT1 est élevée

jusqu'a 13,5-14,5 jours embryonnaires. A 18,5 jours, alors que la différenciation sexuelle est
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achevée, DNMT1 n'est plus exprimé dans les cellules germinales, au contraire, les cellules de
Sertoli expriment fortement DNMT1 a ce stade. A la naissance seules les cellules de Sertoli et
les cellules interstitielles expriment DNMT1 et il faut attendre 3-6 jours post-natals que les
cellules germinales reprennent leur activité mitotique pour retrouver une expression de
DNMT1 au niveau des prospermatogonies (Sakai et al. 2001, La Salle et al. 2004).

Au niveau du testicule de souris adulte I'expression de DNMT1 a été montrée par
différentes approches au niveau des spermatogonies de type A (Mertineit et al. 1998,
Watanabe et al. 2004), au niveau des spermatocytes pré-leptoténes/leptoténes et une
expression moins forte au niveau des spermatogonies de type B (figure 35) (Mertineit et al.
1998). Alors que les cellules germinales atteignent le stade pachyténe le taux de transcrit et
de protéine DNMT1 chute tres fortement. Ainsi I'absence d'expression de DNMT1 au niveau
des spermatocytes pachyténes proviendrait du mécanisme d'inhibition de traduction
présenté un peu plus haut (voir plus haut) a partir de la production du messager Dnmtip. On
retrouve une expression faible de DNMT1 au stade spermatide ronde probablement pour la
reméthylation de genes spécifiques du testicule ou des processus de réparation d'ADN (La

Salle & Trasler 2006).

- Chez I'homme :

Les travaux de Galetzka et al. chez I'hnomme sur la gonade foetale male ont également
permis de montrer que le transcrit de DNMT1 est exprimé a un taux élevé dans le testicule
prénatal avec un pic a 21 semaines de gestation (Galetzka et al. 2007b).

Chez I'nomme adulte, au cours d'une spermatogenése normale, le messager et la
protéine DNMT1 ont des profils d'expression assez similaires a ce qui est observé chez la
souris avec une présence dans les spermatogonies mais également dans les spermatides

rondes (Omisanjo et al. 2007).
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Figure 34. Localisation et expression de Dnmt1/DNMT1 au cours du développement des cellules germinales
chez la souris

(d'aprés Mertineit et al., 1998 ; Watanabe et al., 2004 ; La Salle et al., 2006) (A et B) Localisation de DNMT1
au niveau des spermatogonies de type A et B par immunofluorescence, (C) Quantification relative du taux de
transcrit Dnmt1 et, (D) mise en évidence de la protéine DNMT1 dans les différentes sous-populations cellulaires
du testicule (A : spermatogonies de type A, B : spermatogonies de type B, PL : spermatocytes préleptoténes, L/7
: spermatocytes leptoténes/zygotenes, PP : spermatocyte pachyténes prépubertaires, P : spermatocytes
pachytenes, RS : spermatides rondes, RB : corps résiduels).

6.1.2 DNMT3A dans le testicule faetal et adulte

- Chezla souris :

Durant la vie foetale chez la souris, le testicule embryonnaire exprime
majoritairement le transcrit et la protéine correspondant a la forme DNMT3A2. On retrouve
donc cette forme exprimée principalement par les gonocytes entre 14 et 18 jours
embryonnaires avec un pic a 16 jours, tandis que la protéine DNMT3A2 n'est plus détectée a
la naissance. Ceci suggere que DNMT3A2 serait I'enzyme réalisant la méthylation de I'ADN
au sein des gonocytes feetaux. Concernant la forme DNMT3A son expression durant la vie
foetale est constante et localisée au niveau des cellules de Sertoli foetales et le tissu
environnant les gonocytes. La forme DNMT3A continue d'étre exprimée dans le testicule

postnatal.
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Figure 35. Localisation et expression de Dnmt3A/DNMT3A au cours du développement des cellules
germinales chez la souris

(d'aprés Watanabe et al. 2004, La Salle et al. 2006) (A et B) Localisation de DNMT3A au niveau des
spermatogonies de type A par immunofluorescence, (C) Quantification relative du taux de transcrit
Dnmt3A/3A2 et, (D) mise en évidence des variants DNMT3A et DNMT3A2 dans les différentes sous-populations
cellulaires du testicule (A : spermatogonies de type A, B : spermatogonies de type B, PL : spermatocytes
préleptoténes, L/Z : spermatocytes leptoténes/zygoténes, PP : spermatocyte pachyténes prépubertaires, P :
spermatocytes pachytenes, RS : spermatides rondes, RB : corps résiduels).

Au niveau du testicule mature les deux isoformes DNMT3A et 3A2 ont été détectées.
Différents travaux ont permis de détecter un pic d'expression du transcrit et la protéine de
DNMT3A au niveau de la spermatogonie de type B et les spermatocytes préleptoténes
(Watanabe et al. 2004, La Salle and Trasler 2006), DNMT3A est également détectée plus
faiblement aux autres stades de la spermatogenese de la spermatogonie de type A jusqu'au
stade spermatocyte pachyténe ol on ne détecte plus la protéine (figure 36). Le profil
d'expression de DNMT3A2 est quant a lui assez similaire a celui de DNMT1, |'expression de
I'ARNm et de la protéine est forte dans les spermatogonies A, les spermatocytes

leptoténes/zygoténes et une expression plus faible au stade spermatide ronde (La Salle et al.

2004, 2006).
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- Chez I'homme :

Au niveau du testicule foetal, DNMT3A1, 3A2 et 3A3 suivent une expression assez
comparable a ce qui est observé pour DNMT1. En effet, le testicule foetal exprime plus
fortement les différents transcrits de DNMT3A a 21 semaines de gestation au moment ou les
cellules germinales se retrouvent arrétées dans leurs mitoses. La forme la plus importante
dans la gonade foetale reste DNMT3A2 et des taux un peu moins importants pour DNMT3A1
et 3A3 (Galetzka et al. 2007). Au cours de la spermatogenese adulte, les différentes formes
de transcrits DNMT3A sont détectées dans le testicule. D'autre part, des approches
immunohistochimiques ont ciblé une expression de DNMT3A au niveau du nucléole des
spermatogonies de type B, suggérant ainsi un role dans l'inactivation du nucléole avant

I'enclenchement du processus méiotique (Galetzka et al. 2006).

6.1.3 DNMT3B dans le testicule feetal et adulte

- Chez la souris :

Pendant la vie foetale et post-natale, la forme de DNMT3B principalement exprimée
au niveau des gonocytes puis des spermatogonies correspond au transcrit et a la protéine
DNMT3B2 avec une expression faible aux alentours de 16 jours post-coitum. L'expression de
DNMT3B qui est faible avant la naissance augmente tres significativement a 4, 6 et 16 jours
post-partum dans la gonade male (La Salle et al. 2004). Il est également mis en évidence une
expression plus faible et plus constante des formes DNMT3B3 au niveau des gonocytes puis
des spermatogonies (Sakai et al. 2004). Enfin, méme si les formes prédominantes de
DNMT3B sont DNMT3B2 et 3B3 dans le testicule post-natal, les travaux de la Salle et al.
(2006) ont permis de caractériser la présence de trois autres formes (DNMT3B1, 3B4 et 3B7)
de la protéine DNMT3B dans le testicule a 6 jours post-natals.

Au niveau des cellules germinales d'un testicule adulte, le transcrit et la protéine
DNMT3B sont majoritairement localisés au niveau des spermatogonies de type A (figure 37)
(La Salle et al. 2004, Watanabe et al. 2004). Dés lors que les spermatogonies A se
différencient, on observe une chute drastique du taux de DNMT3B avec une expression plus
faible niveau des spermatogonies B et des spermatocytes préleptotenes. Les formes
majoritairement exprimées au niveau du testicule et des cellules germinales adultes sont la
forme catalytiquement active DNMT3B2 et la forme inactive DNMT3B3 (La Salle & Trasler

2006). En parallele de ce qui est observé pour DNMT1, on retrouve au stade
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leptoténe/zygoténe une expression plus importante de DNMT3B et, comme nous I'avons
décrit pour DNMT1 et DNMT3A, une diminution d'expression du messager et de la protéine
DNMT3B apparait au stade pachytene. Enfin, comme pour DNMT1 et DNMT3A2, on observe

une réexpression de DNMT3B au niveau des spermatides rondes (La Salle & Trasler 2006).

.-
— Dnmt3b =

Dnmt3b o
5 E
c
Q A B PL Lz PP P RS RB D6 D70
§ 4 - 135 kDa
= - O gm— q—
s | L.
L 3
g} -
E — 82kDa
o 21
i

1 D D D
JU U0 _
B PL vz PP P RS

RB

>

Germ Cell Type

Figure 36. Localisation et expression de Dnmt3B/DNMT3B au cours du développement des cellules
germinales chez la souris

(d'aprés Watanabe et al., 2004 ; La Salle et al., 2006) (A et B) Localisation de DNMT3B au niveau des
spermatogonies de type A par immunofluorescence, (C) Quantification relative du taux de transcrit Dnmt3B et,
(D) mise en évidence des variants de la protéine DNMT3B dans le testicule de souris (testicule de D6 : 6 jours et
D70 : 70 jours) ainsi que dans les différentes sous-populations cellulaires du testicule (A : spermatogonies de
type A, B : spermatogonies de type B, PL : spermatocytes préleptoténes, L/Z : spermatocytes
leptotenes/zygoténes, PP : spermatocyte pachyténes prépubertaires, P : spermatocytes pachytenes, RS :
spermatides rondes, RB : corps résiduels).

- ChezI'homme :
A partir des travaux de Xie et al. (1999) lors de la mise en évidence de la famille des
DNMT3 chez I'homme, il a cependant été montré que le transcrit Dnmt3B est exprimé a des

taux élevés dans le testicule humain adulte en comparaison des autres tissus (Xie 1999).
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Figure 37. Représentation schématique de la dynamique d'expression des DNMTs au cours de la
spermatogenése
(La Salle et al. 2006) (A : spermatogonies de type A, B : spermatogonies de type B, PL : spermatocytes
préleptoténes, L/Z : spermatocytes leptoténes/zygoténes, PP : spermatocyte pachyténes prépubertaires, P :
spermatocytes pachytenes, RS : spermatides rondes, RB : corps résiduels, ES : spermatides allongées).

6.1.4 DNMT3L dans le testicule

- Chezla souris :

Durant la gestation I'expression de Dnmt3L au sein du testicule embryonnaire se fait
de facon tres similaire a ce qui est observé pour Dnmt3A2. En effet, durant la période
initiale d'acquisition des patrons de méthylation, on observe une expression spécifique dans
les gonocytes du transcrit et de la protéine Dnmt3L de 14 a 18 jpc avec un pic aux alentours
de 16 jpc (La Salle et al. 2004, 2007, Sakai et al. 2004). Durant la vie post-natale et adulte
I'expression de la forme longue du transcrit de Dnmt3L est retrouvée mais dans des
proportions considérablement plus faibles (Hata et al. 2002), on retrouve 6400 fois moins de

transcrit Dnmt3L dans les spermatocytes pachyténes qu'au niveau de gonocytes a 15,5 jpc

(La Salle et al. 2007a). Ainsi au cours de la spermatogenese chez I'adulte, méme si les taux
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d’expression sont relativement faibles, on parvient a détecter une régulation fine de
I'expression de Dnmt3L au sein des différentes cellules germinales comme pour les autres
DNMTs avec la méme diminution au cours de la transition spermatogonie vers

spermatocytes puis au pachytene (figure 39) (La Salle et al. 2007b).
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Figure 38. Localisation et expression de Dnmt3L au cours du développement des cellules germinales chez la
souris

(d’aprés Hata et al. 2002, La Salle et al. 2007). (A) Marquage X-Gal (bleu) au niveau des tubes séminiféres chez
la souris adulte comportant le marqueur IRES-8geo sous contréle du promoteur endogéne de Dnmt3L, (B)
Quantification relative du taux de transcrit Dnmt3L dans les différentes sous-populations cellulaires du testicule
(PA : spermatogonies de type A primitive, A : spermatogonies de type A, B : spermatogonies de type B, PL :
spermatocytes préleptoténes, L/Z : spermatocytes leptoténes/zygotenes, PP : spermatocyte pachytenes
prépubertaires, P : spermatocytes pachyténes, RS : spermatides rondes, RB : corps résiduels).

- ChezI'homme :

Lors de la caractérisation de DNMT3L chez I'hnomme, il a été montré chez I'adulte une
forte expression du transcrit au niveau testiculaire en comparaison des autres tissus analysés

(Aapola 2000).

6.3 Dynamique et spécificités de la méthylation de I'ADN les cellules
germinales madles

Le testicule posséde un profil de méthylation de I'ADN qui lui est propre et qui est
trés différent de I'ensemble des autres tissus. En outre, il a été montré que le testicule
possede environ 8 fois plus de loci hypométhylés en comparaison des tissus somatiques
(Oakes et al. 2007a). Ces régions hypomeéthylées spécifiques du testicule sont des séquences

non répétées le plus souvent en dehors des régions régulatrices des génes et en dehors des
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flots CpG, donc ces régions hypométhylés ne jouent probablement pas de réle dans la
régulation d'expression des genes spécifiques du testicule (Trasler 2009).

Comme nous l'avons déja décrit un peu plus haut, la méthylation de I'ADN joue un
role primordial au cours des phases précoces de la gamétogenese chez le male. En effet,
chez la souris, les patrons de méthylation sont effacés au niveau de la plupart des séquences
pendant la vie foetale a la période ol les CGPs atteignent la gonade male en formation et
I'acquisition de méthylation au niveau des gonocytes sur la majorité des séquences
commence aux alentours de 15,5 a 18,5 jours de gestation et sera achevée au niveau des
spermatocytes avant la fin du stade pachyténe (Trasler 2009). Par exemple, au niveau du
gene a empreinte H19, on observe une différence temporelle entre la méthylation de I'allele
paternel et maternel. L'alléle paternel acquiert la quasi-totalité de sa méthylation durant la
vie foetale tandis que la méthylation de I'allele maternel commence a 18,5 jours
embryonnaires pour s'achever au stade pachytene dans les spermatocytes (Davis et al. 1999,
Davis et al. 2000).

Peu de travaux ont étudié de maniére globale les profils de méthylation au cours de
la spermatogenese chez 'adulte. Cependant dans une étude récente par une approche
d'analyse de méthylation globale (Restriction Landmark Genomic Scanning), Oakes et al. ont
montré que bien qu'une grande partie du génome acquiert ses patrons de méthylation avant
la naissance au sein des gonocytes, un petit nombre de séquences voient tout de méme leur
profil de méthylation évoluer au cours de la spermatogenése adulte (gain de méthylation ou
déméthylation). Ainsi, les genes Abt1 (Activator of Basal Transcription 1), Tcf3 (Transcription
Factor 3), Polg (DNA Polymerase Gamma) et /btk (Inhibitor of Bruton Agammaglobulinemia
Tyrosine Kinase) continuent d'acquérir leur profil de méthylation par un processus de
méthylation de novo au cours de la différenciation des cellules germinales entre le stade de
spermatogonie de type A et le stade spermatocyte pachytene. A l'inverse un certain nombre
de séquences répétées de type Long Terminal Repeats (ex. MalR, ERVK) se retrouvent
progressivement déméthylées au cours de la progression vers le stade spermatocyte
pachytene (Oakes et al. 2007b). Aussi, I'analyse des locus a empreinte paternelle (H19-Igf2,
Rasgrf1 et DIk1-Gt/2) dans le méme contexte a permis de mettre en évidence que ces genes
finissent d'acquérir la totalité de leur méthylation entre la spermatogonie A et le stade
pachyténe. Dans ce méme travail les auteurs ont finalement montré que la plupart des

séquences dont la méthylation était modifiée au cours de la spermatogenese était située en
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dehors des régions 5' régulatrices des genes suggérant un réle additionnel de la méthylation
de I'ADN dans I'extinction des éléments répétés et dans la stabilité ou |'organisation de la
chromatine au cours de la spermatogenése (Oakes et al. 2007b).

Par ailleurs, des travaux récents impliqueraient la méthylation de novo (notamment
par DNMT3A) dans la reméthylation et I'extinction des éléments transposables au cours des
méioses successives au niveau des spermatocytes pachytenes, montrant le role primordial
de la méthylation de novo au cours des cycles de spermatogenése (van der Heijden &
Bortvin 2009).

Enfin, I'étude de méthylation de I'ADN au niveau des genes Pgk-2 (Phosphoglycerate
Kinase 2), Apo Al (Apolipoprotein Al) et Pou5f1 (POU Class 5 Homeobox 1) a montré que
ces génes sont déméthylés au cours de la spermatogenése tandis qu'ils se retrouvent
méthylés au cours du transit des spermatozoides dans I'épididyme (Ariel et al. 1994,

McCarrey et al. 2005).

6.4 Meéthylation au cours de la différenciation testiculaire

Des travaux ont cherché a mettre en évidence les modifications de méthylation au
niveau des genes clés de la différenciation gonadique. Des auteurs ont notamment
démontré que le gene Sry, codant la protéine permettant d'induire la différenciation
testiculaire et la différenciation des cellules de Sertoli, pouvait étre régulé par méthylation
au niveau de son promoteur. La perte de méthylation du promoteur de Sry intervient en
parallele de la déméthylation massive du génome et notamment des genes a empreinte
(11,5-12,5 jours post-coitum), et cette déméthylation est corrélée a son niveau d'expression
dans la gonade en différenciation (Nishino et al. 2004).

Le gene Sfl est également impliqué au niveau des cellules de Leydig et de Sertoli au
cours de la différenciation gonadique. Sf1 est également méthylé au niveau de son
promoteur proximal ce qui participe a la régulation de son expression spécifique de certains
types cellulaires au cours du développement gonadique (Hoivik et al. 2008).

Enfin, il a été montré par des approches in vitro que le traitement de gonades
foetales de souris (11,5 jpc) par l'inhibiteur des ADN méthyltransférases 5-Azacytidine,
conduisait a des altérations de la formation des cordons testiculaires et de la différenciation

des cellules de Sertoli.
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Ces données soulignent l'implication de la méthylation dans les étapes initiales de la
différenciation gonadique en plus de son role spécifique dans le développement des cellules

germinales.

6.5 Les ADN méthyltransférases ont un réle crucial dans la spermatogenese

6.5.1 Informations obtenues a partir des modeéles d'invalidation ou Knock Out
(KO) chez la souris

- Invalidation de DNMT3A ou DNMT3B au niveau des cellules germinales :

En 2004, les travaux de Kaneda et al. grace a l'utilisation de KO conditionnels
spécifiques des cellules germinales ont permis de montrer le réle primordial de DNMT3A
dans la spermatogenése. En effet, les animaux invalidés pour Dnmt3A présentaient a 11
jours post-partum une diminution du nombre de spermatogonies et a I'age adulte (11
semaines) une azoospermie caractérisée par une forte altération de la proportion de
spermatogonies, de spermatocytes et de spermatides. Ces altérations étaient également
associées a une diminution au niveau des locus de H19, DIk1-Gltl2. A l'inverse les animaux
KO Dnmt3B au niveau des cellules germinales ne présentaient pas de phénotype particulier
ni d'altération de la méthylation sur les locus étudiés (Kaneda et al. 2004).

Sur le méme principe, il a également été démontré que l'invalidation de Dnmt3A au
niveau des cellules germinales entrainait une altération dans l'initiation de la 1% vague de
méiose se traduisant a I'dge adulte par un perte de cellules germinales au stades leptoténe,
zygoténe et pachyténe (Yaman & Grandjean 2006).

Récemment, des travaux reposant sur la transplantation de cellules germinales
souches invalidées pour Dnmt3A et 3B, ont mis en évidence que ces cellules Dnmt3-KO
avaient plus de difficultés a achever une spermatogenése normale au niveau des testicules

receveurs avec une absence de production de spermatides allongées et de spermatozoides

matures (Takashima et al. 2009).

- Invalidation de Dnmt3L :
Plusieurs études ont identifié le role primoradial de DNMT3L dans la spermatogeneése
via l'utilisation de modeles knock-out (Bourc'his et al. 2001, Hata et al. 2002, Webster et al.

2005). L'ensemble de ces travaux montre que les animaux invalidés pour DNMT3L
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présentent un hypogonadisme sévere caractérisé par une perte progressive des cellules
germinales par apoptose avec a I'age adulte un phénotype Sertoli Cell Only (SCO). Ainsi, on

ere

observe chez les individus Dnmt3L KO des la 17 semaine un défaut de mitose des
spermatogonies (environ 50% de cellules en moins a 6 jours post-partum), qui s'accompagne
plus tardivement un délai d'entrée en méiose. Ces altérations proviennent notamment de
problemes au niveau des complexes synaptonémaux, de mésappariements des
chromosomes homologues et d'altérations globales de la structure chromatinienne (défaut
de mise en place de I'hétérochromatine) qui conduisent a I'apoptose des cellules germinales
(Webster et al. 2005). L'invalidation de Dnmt3L entraine une diminution de la méthylation
au niveau des génes a empreinte paternelle (H19, Rasgrf1, DIk1-Gtl2) ainsi qu'au niveau de

certains éléments transposables (JAP, LINE-L1, SINE-MIR et LTR-ERV1) pouvant méme

conduire a la leur réactivation (Webster et al. 2005, La Salle et al. 2007).

- Knock-down de DNMT1 :

En raison de la létalité induite aprés l'invalidation de DNMT1, la plupart des travaux
reposent sur des approches in vitro pour manipuler les taux de DNMT1. Ainsi la diminution
d'expression de DNMT1 par knock down au niveau de cellules germinales souches engendre
rapidement une apoptose massive sans pour autant diminuer drastiquement les taux de
méthylation. Ceci suggere donc que les cellules germinales souches sont tres dépendantes

de DNMT1 et/ou sensibles a une faible hypométhylation (Takashima et al. 2009).

6.5.2 Informations obtenues a partir de I'utilisation d'inhibiteurs des DNMTs

L'administration in vivo d'inhibiteurs de la méthylation (5-azacytidine, 5-Aza-2'-
Deoxycytidine) chez le rongeur (rat et souris), suggere également de fortes implications des
DNMTs et de la méthylation de I'ADN au cours de la spermatogenéese et la maturation des
cellules germinales. En effet, les rongeurs traités par les inhibiteurs de méthylation a des
doses non toxiques pour I'ensemble de |'organisme présentent une diminution de la fertilité.
Les altérations observées spécifiques du testicule sont caractérisées par une diminution du
taux de méthylation retrouvée au niveau du sperme, une diminution du poids du testicule
associée a une augmentation de l'apoptose des cellules germinales (tubes séminiferes aux

stades I-IV et XI-XIV), une diminution de la numération spermatique et une diminution
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marquée de la capacité des spermatozoides a féconder (Doerksen et al. 2000, Kelly et al.

2003, Trasler 2009) .

7 Pathologies associées a des anomalies de méthylation de
I'’ADN

7.1 Méthylation de I'ADN et cancer

La premiere altération épigénétique a avoir été mise en évidence dans le cancer est
une hypomeéthylation globale de I'ADN (Feinberg & Vogelstein 1983), (Gama-Sosa et al.
1983). Cependant, en paralléle de cette hypométhylation globale, il est également mis en
évidence une hyperméthylation au niveau du promoteur de certains connus pour jouer un
role dans la tumorigénése lorsqu'ils sont inactivés (Lopez et al. 2009). Ainsi, dans le cancer la
méthylation de I'ADN est altérée de deux manieres :

(1) une hypométhylation globale du génome pouvant conduire a la réactivation
d'oncogenes (ex. C-MYC, MAGE, CDH3, c-Ha-Ras) (Cheung et al. 2009) ou ou encore la
réactivation de séquences d'ADN parasites (ex. éléments transposables LINE-1)(Ballestar &
Esteller 2008),

(2) une hyperméthylation locale qui peut engendrer I'extinction de genes
suppresseurs de tumeurs impliqués dans la régulation du cycle cellulaire (ex. CDKN2A/P16-
INK4A), la réparation de 'ADN (ex. BRCA1), |'apoptose (ex. DAPK), la détoxification (ex.
GSTP1), la réponse hormonale (ex. ESR1, ESR2) ou encore la métastase (ex. CDHI).
L'hyperméthylation de certains génes comme CDKN2A/P16-INK4A, RASSF1 ou MGMT est
une constante dans un grand nombre de cancers tandis que pour les autres genes cette
hyperméthylation serait plus spécifique d'un type particulier de cancer (Ballestar & Esteller

2008).

7.2 Anomalies de méthylation de I'ADN dans l'infertilité masculine

7.2.1 Mise en évidence d'anomalie des méthylation chez les patients infertiles
Les travaux concernant les altérations de la méthylation de I'ADN dans les problémes

d'infertilité masculine abordent par différentes techniques la méthylation au niveau du
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spermatozoide sur les séquences régulatrices des génes a empreinte (Filipponi & Feil 2009).
Par ces approches il a notamment été démontré une association entre les oligozoospermies
modérées a sévéres et I'hnypométhylation des génes a empreinte paternelle (H19 et GTL2)
ainsi que dans certains cas une hyperméthylation au niveau de geéenes a empreinte
maternelle (PEG1, LIT1, ZAC, PEG3 et SNRPN) (Kobayashi et al. 2007, Marques et al. 2009).
D'autres études ont confirmé ces observations au niveau des loci a empreinte paternelle
mais également en étendant I'analyse a d'autres genes a empreinte maternelle. Ainsi, dans
I'étude réalisée par Boissonnas et al. il a été mis en évidence dans un groupe de patients
présentant une teratozoospermie ou bien un groupe présentant une oligo-astehno-
teratozoospermie, une diminution de méthylation au niveau de CpG de certains sites de
liaison du facteur CTCF dans la région régulatrice au niveau du gene H19. De la méme facon,
dans le groupe oligo-asteno-teratozoospermie il a été constaté une diminution de
méthylation au niveau d'une région de régulation d'IGF2 associée a une hyperméthylation
au niveau du locus a empreinte maternelle /GF2R (Boissonnas et al. 2009). En examinant
d'autres loci a empreinte maternelle (PLAG1, DIRAS3, HRAS, NTF3, MT1A, PAX8, SFN, LIT1), il
a chaque fois été mis en évidence une hyperméthylation de ces génes associée a une
mauvaise qualité spermatique (Houshdaran et al., 2007, Hammoud, Purwar, Pflueger, Cairns,
& Carrell, 2009). D'autre part I'analyse, sur un faible nombre d'autres séquences génomiques
n'a pas montré d'altération significative dans la méthylation des séquences répétées LINE-1
et Alu (Kobayashi et al. 2007, Boissonnas et al. 2009).

En somme, chez les hommes infertiles il est souvent mis en évidence une
hypométhylation au niveau des génes a empreinte paternelle qui peut étre associée a une

hyperméthylation des génes a empreinte maternelle.

7.2.2 Hypothéses sur les anomalies de méthylation dans l'infertilité masculine

Différentes hypothéses sont proposées pour expliguer les anomalies de la
méthylation au niveau des genes a empreintes chez les patients présentant des altérations
de la spermatogenése. Certaines études proposent que les anomalies de méthylation
proviendraient d'un mauvais effacement des séquences méthylées au cours du
développement précoce des cellules germinales (Boissonnas et al. 2009, Filipponi and Feil
2009), d'autres proposent une qu'une activité anormale des DNMTs pourrait engendrer des

erreurs de la mise en place ou de la maintenance des profils de méthylation (Boissonnas et
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al. 2009, Marques et al. 2009), enfin il est également suggéré qu'une anomalie dans le
remplacement des histones par les protamines au cours de la spermiogenése pourrait
engendrer ces erreurs dans I'empreinte parentale (Boissonnas et al. 2009, Filipponi and Feil

2009).

7.4 Les DNMTs et la méthylation de I'ADN dans les cancers testiculaires

7.4.1 Données sur l'expression des DNMTs dans les tumeurs germinales
testiculaires

Un certain nombre de travaux ont permis de mettre en évidence des différences
d'expression des ADN méthyltransférases dans les différents types de cancers testiculaires.
Par exemple, pour la forme DNMT3A2 il a été mis en évidence une surexpression (du
messager et de la protéine) au niveau des séminomes, des non-séminomes et carcinomes in
situ. Les auteurs ont notamment montré que cette surexpression de DNMT3A2 proviendrait
d'une perte de méthylation au niveau de l'intron 25 du géene DNMT3A au sein des
séminomes (Yamada et al. 2004, Ishii et al. 2007). D'autres études ont permis de mettre en
évidence une expression élevée des transcrits DNMT3A, 3B et 3L au niveau des tumeurs
germinales de type carcinome embryonnaires en comparaison des séminomes (Biermann et
al. 2007, Godmann et al. 2009). Le statut de DNMT1 au sein des séminomes n'est pas
clairement identifié. Ainsi, deux travaux utilisant des approches d'immunohistochimie ont
mis en évidence des résultats opposés : absence d'expression de DNMT1 pour Omisanjo et
al. (2007), non modification d'expression de DNMT1 pour Netto et al. (2008). Enfin, par des
approches de microarray il a été détecté une sous-expression de DNMT2 au sein des

séminomes et carcinomes embryonnaires (Skotheim et al. 2002).

7.4.2 Les altérations de la méthylation de I'ADN dans les cancers testiculaires

Il a généralement été mis en évidence une hypomeéthylation globale du génome au
sein des séminomes et des néoplasies germinales intratubulaires en comparaison des non-
séminomes (teratomes et carcinomes embryonnaires) dont le génome est globalement
hyperméthylé (Lind et al. 2007, Netto et al. 2008).

Méme si peu de génes ont été étudiés spécifiguement au niveau de la méthylation de

leur promoteur dans les tumeurs germinales testiculaires, on peut tout de méme citer les
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genes MGMT, RASSF1A, BRCA1, HIC1 et PRSS21 qui sont hyperméthylés au niveau des non-
séminomes (Lind et al. 2007). Dans le cas du géne suppresseur de tumeur RASSF1A, il est
tout de méme retrouvé hyperméthylé dans 40% des cas de séminomes et 80% des cas de

non-séminomes (Godmann et al. 2009).
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11.B - Les microRNAs

1 Définition et généralités

En 1993, le premier petit ARN, lin-4, est caractérisé au niveau de nématodes (Lee et
al. 1993). Depuis le nombre de petits ARNs découverts n'a cessé d'augmenter et le nombre
de publications qui paraissent chaque jour dans ce domaine est considérable. Les
implications des petits ARNs sont multiples allant de l'initiation de I'hétérochromatine
jusqu'a l'inhibition de traduction. De cette maniére, I'ensemble de ces petits ARNs est
impliqué dans divers mécanismes de controle de l'expression de génes (Kim, Han, et al.
20009).

Les petits ARNs eucaryotes se définissent par leur petite taille d'environ 20 a 30
nucléotides (nt), le mécanisme conduisant a leur biogenése et leur capacité de se lier aux
protéines de la famille Argonaute (AGO). On décrit ainsi au moins 3 familles de petits ARNs :
(1) les microARNs (miRNAs), (2) les petits ARNs interférents endogenes (endo-siRNAs) et, (3)
les ARNs interagissant avec les protéines PIWI (Piwi-interacting RNAs, piRNAs).

En outre, les miRNAs matures ont une taille de 21-23 nt, se lient aux protéines AGO.
lIs ciblent les ARNm et agissent en tant que régulateurs post-transcriptionnels. Les piRNAs,
plus longs, ont une taille de 24-31 nt, leur biosynthése ne dépend pas de DICER. Le role des
piRNAs a été identifié dans les cellules germinales, ou ils ont un réle dans I'extinction des
éléments transposables via la formation d'hétérochromatine ou la déstabilisation des ARNs.
Enfin, les endo-siRNAs sont plus courts (21-22 nt) et different des miRNAs par le fait qu'ils
ont pour origine de I'ARN double brin et que leur synthése est uniguement dépendante de
DICER (Kim, Han, et al. 2009). Leur role serait également une fonction de régulation post-
transcriptionnelle. Le tableau 4 résume les propriétés des différentes classes de petits ARNs
chez les mammiféeres.

Dans cette revue bibliographique nous avons focalisé sur les microRNAs qui régulent
I'expression d'un grand nombre de genes cibles. Ainsi chez I'homme il est estimé que pres du
tiers des genes seraient régulés par les miRNAs. Plus de 700 miRNAs ont été identifiés et

clonés chez I'nomme (Migliore & Giordano 2009). Il y a fort a parier qu'un grand nombre
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d'autres seront mis en évidence dans les années a venir étant donné qu'ils semblent

contréler un tres grand nombre de processus biologiques. Les microARNs sont tres

conservés puisqu'il en existe depuis les organismes unicellulaires jusqu'a I'homme, de plus,

pres de 55% des miRNAs identifiés chez C. Elegans ont des homologues humains. D'une

maniére générale les miRNAs vont jouer un rble de "guide" dans la régulation post-

transcriptionnelle en s'appariant avec les séquences ARNm cibles, ce qui entraine une

inhibition de la traduction et/ou une dégradation du transcrit ciblé (Kim, Han, et al. 2009).

Classe de Protéine de
Classe de Longeur Origine des petits
protéines qui la famille Mécanisme d'action
petits ARNs (nt) ARNs
interagissent AGO
Inhibition de traduction,
Geénes codant les dégradation de I'ARNm, clivage
miRNA 21-23 nt
miRNAs de I'ARNm, induction de
I'hétérochromatine
AGO AGO1-4 Séquences
intergéniques
Endo-siRNA 21-22 nt répétées, Clivage de I'ARNm
pseudogénes et
clusters d'endo-siRNAs
MILI
PiRNA Pre- Eléments
(PIWIL2 Formation d'hétérochromatine
pachytenes & 24-28 nt transposables &
chez via la méthylation d'ADN
pachyténes clusters de piRNA
I'homme)
MIWI
PIWI (PIWIL1 PiRNA
29-31nt Clusters de piRNA ?
chez pachyténe
I'homme)
MIWI2 Eléments
piRNA pre- Formation d'hétérochromatine
(PIWIL4 che 27-29 nt transposables &
pachyténe via la méthylation d'ADN
I'homme) clusters de piRNA

Tableau 4. Les différents types de petits ARNs associés aux protéines AGO, leur origine et mécanisme d'action
(d'aprés Kim et al. 2009).
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2 Biogeneése des microRNAs
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Figure 39. La voie classique de biogeneése des microRNAs et leur action sur les transcrits ciblés

(d'aprés Winter et al. 2009)

2.1 Geéenes des miRNAs et leur transcription

2.1.1 Les genes des miRNAs

La plupart des génes codant pour des miRNAs chez les mammiféres sont présents en

plusieurs copies (paralogues) résultant vraisemblablement de duplications. Trés souvent ce

sont les nucléotides 2 a 7 (nucléotides "seed") situés en 5' qui sont identiques entre les

paralogues. En effet, ces nucléotides ont un réle fondamental dans I'appariement avec le

transcrit ciblé. Au sein du génome, prés de 50% des loci de miRNAs sont situés les uns a coté

des autres permettant ainsi de générer des regroupements de génes codants les miRNAs

(clusters) (figure 41).
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Figure 40. Localisation des miRNAs au niveau du génome
(d'aprés Olena & Patton 2010)

En ce qui concerne la position des génes ces microARNs au niveau du génome (figure
41), on les retrouve dans les introns (40% des cas) et exons (10% des cas) d'unités de
transcription non codantes, mais également au sein d'introns (40% des cas) ou exons (10%

des cas) situés au niveau de transcrits codants (Kim, Han, et al. 2009).

2.1.2 Transcription des miRNAs

La transcription de la majorité des miRNAs est réalisée par I'ARN polymérase de type
Il (Pol Il), bien qu'un petit nombre de miRNAs soient transcrits par la Pol Ill. La polymérase
génere de longs transcrits contenant miRNAs primaires ou pri-miRNA (Kim et al. 2009, Lau &
MacRae 2009, Winter et al. 2009). La transcription des microRNAs requiert la méme
complexité de facteurs que pour la transcription de génes codant des protéines. Comme
nous l'avons déja indiqué, les miRNAs sont le plus souvent regroupés en clusters ce qui fait
que la transcription des miRNAs se fait sous forme de pri-miRNA longs de quelques kilobases
contenant des séquences de miRNAs en tandem. Apres leur transcription, I'ensemble des
pri-miRNAs a la capacité de former une structure consensus en épingle a cheveux stable d'au
moins 30 paires de bases (figure 40). Etant donné |'origine et la longueur variable des pri-
miRNAs, cette longue structure en épingle a cheveux est primordiale, car elle permet la

reconnaissance par les systemes de maturation (Lau & MacRae 2009).
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2.2 Les étapes de maturation des miRNAs

2.2.1 L'étape de maturation nucléaire : le complexe Microprocesseur

Dans le noyau, les pri-miRNAs sont pris en charge soit au cours de leur synthése soit
apres leur synthése par un complexe associant la RNase lll Drosha et son cofacteur DGCR8
(Di George syndrome Critical Region gene 8) (figure 40). DROSHA et DGCR8 sont conservées
chez les animaux mais pas chez les plantes. Ce complexe de 650 kDa appelé Microprocesseur
permet la coupure au niveau de la queue de la structure en épingle a cheveux afin de
générer les pre-miRNAs (figure 42). Les deux unités du complexe Microprocesseur ont la
capacité de s'auto-réguler. Ainsi, DROSHA a également la capacité de cliver les mRNAs ce qui
lui permet de réguler négativement les transcrits de son cofacteur DGCR8 (Lau & MacRae
2009). DGCRS8 en interagissant avec DROSHA permet une stabilisation de la protéine (Winter
et al. 2009).

Il existe d'autres voies non classiques pour générer les pre-miRNAs, notamment
lorsqu'ils se trouvent au sein d'introns courts. Dans ce cas |'action unique des systémes
d'épissages (spliceosome) permet la formation des pre-miRNAs appelés "mirtrons" (Winter
et al. 2009, Davis & Hata 2009a).

D'autres facteurs, comme les ARN hélicases P68 (DDX5) et P72 (DDX17), peuvent étre
associés au Microprocesseur afin de permettre la reconnaissance de certains types de pri-

miRNAs (Winter et al. 2009).

Drosha | | RIIIDb

5F

DGCR8

Figure 41. Le complexe Microprocesseur (DROSHA, DGCRS8) interagit avec les pri-miRNAs
(d'apres Kim et al. 2009) DGCRS8 reconnait la zone de transition entre ARN simple et double brin. Ceci permet le
positionnement de DROSHA afin de couper a 11 pb de la base de la structure en épingle a cheveux.

2.2.2 La sortie du noyau via I'EXPORTIN 5
Aprés avoir été transformés dans le noyau, les pre-miRNAs sont exportés vers le

cytoplasme par un complexe protéique de 230 kDa contenant I'EXPORTIN 5 (EXP5) (figure
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40). Cette protéine appartient a la famille des récepteurs de transport nucléaire et interagit
avec la petite GTPase Ran sous sa forme Ran-GTP. Le complexe lié¢ au pre-miRNA passe
ensuite vers le cytoplasme via le complexe du pore nucléaire. Enfin, dans le cytoplasme,
I'interaction du complexe EXP5 avec la Ran GTPase activating protein (RanGAP) induit

I'hydrolyse du GTP et stimule la libération du pre-miRNA (Lau & MacRae 2009).

2.2.3 Les étapes finales de maturation : le complexe RISC

Au niveau cytoplasmique les pre-miRNAs sont pris en charge par le RISC loading
complex (RLC), un complexe d'environ 500 kDa contenant les protéines DICER, TRBP ou PACT
et I'une des AGO (1 a 4) (figure 40). DICER est une RNase de type lll conservée retrouvée
chez I'ensemble des organismes eucaryotes (levure, plantes et animaux). DICER s'associe a
des protéines reconnaissant I'ARN double brin comme TRBP (ou TARBP2, TAR RNA-binding
protein) et PACT (ou PRKRA). Au sein du RLC les pre-miRNAs sont clivés par DICER au niveau
de leur boucle terminale ce qui libére un duplex de miRNA d'environ 22 nt. Apres clivage par
DICER, le duplex de miRNA (~ 22 nt) est pris en charge au niveau du complexe par la protéine
AGO1-4 dans le but de générer les complexes effecteurs RISC (RNA-induced silencing
complex). De la sorte, un brin du miRNA reste associé a AGO ce qui constitue le miRNA
mature ("guide strand") tandis que l'autre brin appelé miRNA* ("passenger strand") est
dégradé (Kim, Han, et al. 2009). Le relargage du miRNA* est réalisée par AGO (forme AGO2)
gui posséde une activité endonucléase (activité slicer). La libération du miRNA* nécessiterait
probablement l'intervention d'une activité hélicase puisque trés souvent, |'existence de
mésappariements au niveau du duplex miRNA:miRNA* empéche I'activité slicer de AGO2, et
par ailleurs, les autres AGO 1, 3 et 4 ne possédent pas d'activité endonucléase.

D'une manieére générale, le brin qui reste fixé a AGO est "choisi" en fonction
propriétés thermodynamiques (le brin possédant I'extrémité 5' la moins stable est conservé)
mais il existe des cas ou les deux brins miRNA:miRNA* seront utilisés avec la méme
fréquence pour créer le miRNA mature. Finalement, la libération de DICER et de TRBP (ou
PACT) donne naissance au complexe RISC actif constitué du miRNA mature et de la protéine

AGO (Winter et al. 2009).
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2.3 Régulation de la biogenese des microRNAs

2.3.1 Régulation transcriptionnelle

La régulation transcriptionnelle est un point clé dans la régulation de la biogenese
des microRNAs. Les promoteurs des genes de miRNAs sont sous le contrdle positif ou négatif
d'une batterie de facteurs de transcription associés a la Pol Il (ou Pol lll), et d'éléments de
régulations quasi-identiques (ilots CpG, TATA box, modifications d'histones etc...) a ceux

intervenant dans la régulant la transcription des genes codants les protéines.

- Régulation par des facteurs de transcription (figure 43) :

L'oncogene C-MYC est un des exemples clé de facteur de transcription controlant
I'expression des miRNAs. C-MYC stimule notamment |'expression du cluster miR-17-92
favorisant la tumorigénese, en se liant en amont au niveau de séquences consensus du
promoteur (E-box : CATGTG). A l'inverse, C-MYC a la capacité de réprimer la transcription de
familles de miRNAs "suppresseurs de tumeurs" miR-15a, -29, -34 et let-7 (Davis & Hata
2009). Ceci montre la complexité des régulations (stimulation/répression) des miRNAs par
un méme facteur de transcription.

Le facteur suppresseur de tumeurs P53 est un autre exemple de facteur de
transcription régulant I'expression des miRNAs. Il a notamment été démontré que P53 peut
se lier au niveau de séquences consensus dans le promoteur et activer la transcription de la
famille miR-34 ce qui a pour conséquence d'activer un arrét du cycle cellulaire et de

I'apoptose (He et al. 2007).

- Régulation par mécanismes épigénétiques (figure 43):

Une partie des genes codant pour des miRNAs se trouve au sein d'flots CpG, ce qui
indique que la transcription des microRNAs peut étre contrélée par des mécanismes
épigénétiques. A titre d'exemple, la transcription de miR-148a, -34b/c, -9, let7a-3 est
dépendante du statut de méthylation de leur promoteurs mais également du taux des ADN
méthyltranférases (DNMT3B et 1) (He et al. 2007).

Par ailleurs, les modifications d'histones comme I'acétylation/déacétylation
pourraient également jouer un role dans la régulation de transcription des microRNAs. En

effet, le traitement de cellules cancéreuses par des inhibiteurs d'HDACs induit une



Etude bibliographique - 106 -

augmentation d'expression d'un certain nombre de miRNAs dont miR-1 (Davis & Hata

A miRNA transcription
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2009a).
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Figure 42. Exemples de mécanismes contrélant la transcription des miRNAs
(d'apreés Breving & Esquela-Kerscher 2009)

2.3.2 Régulation post-transcriptionnelle

En plus de la régulation transcriptionnelle, il existe un controle des processus de
maturation nucléaires et cytoplasmiques des microRNAs. Ainsi un ensemble de facteurs
peut, soit lier les pri-miRNAs afin de stimuler/empécher leur transformation par le complexe
Microprocesseur, soit réguler positivement ou négativement I'activité nucléaire de DROSHA,
soit contréler le transport des microRNAs en dehors du noyau ou encore les fonctions
cytoplasmiques de DICER. Nous présentons ici quelques exemples des mécanismes de

régulation post-transcriptionnelle.

- Régulation par les protéines d'interaction de I'ARN (RNA-binding proteins) liant les

pri-miRNAs :

Un certain nombre RNA-binding proteins pouvant interagir directement avec les pri-
miRNAs ont été récemment identifiées. La liaison de ces protéines au niveau des pri-miRNAs
via la reconnaissance de séquences particuliéres dans les pri-miRNAs (structure en épingle a
cheveux, queue), va permettre de controéler (stimulation/inhibition) la maturation nucléaire
par DROSHA et ses partenaires.

La protéine hnRNPA1 (Heterogenous Nuclear Ribonucleoprotein Al) reconnait et se
lie spécifiqguement au niveau de la structure en épingle a cheveux et au niveau de la queue
du pri-miR-18a, ceci a pour effet de modifier la conformation du pri-miRNA facilitant ainsi la
liaison de DROSHA/DGCRS et donc de stimuler de maniére ciblée la maturation nucléaire du

pri-miRNA-18a (Michlewski et al. 2008).
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Un autre exemple de protéine liant les pri-miRNA est LIN-28. Cette protéine présente
des homologies de structure au niveau de son site de liaison avec le site de liaison du
complexe Microprocesseur. Dans ce cas, la liaison de LIN-28 au niveau de la boucle terminale
de la structure en épingle a cheveux du pri-miRNA let-7 inhibe |'étape de clivage par le
complexe Microprocesseur par un mécanisme de compétition (Breving & Esquela-Kerscher

2009).

- Régulation positive/négative via l'interaction de facteurs avec le complexe

Microprocesseur:

Au niveau nucléaire I'action de DROSHA peut étre régulée par différents facteurs.
Entre autres, il a été mis en évidence un contréle de DROSHA par la voie BMP/ TGFp via les
protéines SMADs et qui serait spécifique de certains pri-miRNAs. Ainsi, lors de la maturation
du pri-miR-21, les SMADs peuvent interagir avec DROSHA en présence de son cofacteur P68

(DDX5) ce qui stimulerait I'activité de DROSHA (Kim et al. 2009, Lau & MacRae 2009).
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Figure 43. Inhibition de I'activité de DROSHA par le complexe E2-ERa
(d'aprés Macias et al. 2009) En absence de E2, le complexe Microprocesseur (DROSHA, DGCRS8, P68 et P72)
reconnait les pri-miRNAs et réalise la premiere étape de maturation au niveau du noyau. En présence de E2, le
complexe E2- ERa a la capacité de dissocier le complexe Microprocesseur empéchant ainsi la maturation des
miRNAs.

Un des exemples de régulation négative via l'interaction de facteurs au niveau du
complexe Microprocesseur, est la liaison du récepteur des estrogenes ERa en présence de

son ligand estradiol (E2) (Macias et al. 2009, Yamagata et al. 2009). En effet, dans I'étude de

Yamagata et al., il a été démontré que la liaison de E2 au niveau de ERa pouvait inhiber la
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transformation des pri-miR-16, -125a, -143, -145 et -195 en stimulant la dissociation de

DROSHA et ses partenaires P68/P72 du ou des pri-miRNA(s) ciblé(s) (figure 44).

- Régulation de I'activité de DICER :

Il existe différents mécanismes qui permettent de stimuler ou d'inhiber I'activité de
DICER. Ces mécanismes impliquent soit des facteurs qui vont se lier aux pre-miRNAs soit des
facteurs qui vont interagir directement avec DICER.

Parmi les facteurs interagissant avec les pre-miRNAs, la protéine KSRP (KH-type
Splicing Regulatory Protein) a la capacité de reconnaitre la boucle terminale de pre-miR-16, -
let-7, -20, -26b, -106a et -21 afin de stimuler la conversion cytoplasmique orchestrée par
DICER (Breving & Esquela-Kerscher 2009).

Au niveau cytoplasmique, on retrouve également la protéine LIN-28 qui va réguler
I'accessibilité aux pre-miRNAs -let-7 et -128 toujours par un mécanisme de compétition avec
DICER ce qui empéche le clivage au niveau de la zone de transition entre la boucle et la
gueue. D'autre part, une fois associée au pre-let-7, LIN-28 a la capacité de recruter I'enzyme
TUT4 (3' terminal uridylyltransferase 4) qui ajoute une série d'uridines au niveau du pre-
miRNA. Cette modification a pour effet de dérouter le pre-let-7 vers une voie de dégradation
par les nucléases, empéchant ainsi de maniere irréversible I'étape de maturation par DICER
(Davis & Hata 2009).

Les facteurs TRBP et PACT impliqués dans le RISC loading complex sont également
important pour réguler DICER. En effet, lorsque I'on inhibe |'expression de ces cofacteurs, le
taux de protéine DICER est également diminué, suggérant un role de ces protéines dans la

stabilisation de DICER (Davis & Hata 2009).

- Régulation par modification ou "editing” des microRNAs lors des phases de

maturation :

La modification des miRNAs au niveau de la structure en épingle a cheveux par
conversion des adénosines (A) en inosines (I) (editing) est un mécanisme qui contribue a
inhiber les phases biogenese des miRNAs au niveau de DROSHA et DICER. Cette conversion
spécifiqgue de certains miRNA est réalisée par des adénosines déaminases ADAR (Adenosine
Deaminase Acting on RNA) et est observée dans 6% de la totalité des miRNAs humains. Par

exemple, la conversion (A -> 1) au niveau du pri-miR-142 au niveau de sa partie double brin
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inhibe le clivage par DROSHA (Davis & Hata 2009b). Par ailleurs, ce méme type de conversion
peut inhiber la transformation de certains pre-miRNAs par DICER. Dans le cas de miR-151, il
a été démontré que le mécanisme d'editing au niveau de la structure tige-boucle empéchait

complétement la maturation par DICER (Breving & Esquela-Kerscher 2009).

2.4 Stabilisation et dégradation des microRNAs

En plus de la régulation de la biogenese des microRNAs il existe un niveau de
régulation au niveau de leur demi-vie. La plupart des travaux ayant a ce jour été réalisés chez
les plantes, il existe actuellement peu de données concernant la stabilisation et la
dégradation des microRNAs disponibles chez I'animal. Cependant il semble que les miRNAs
matures possedent une longue demi-vie, en effet ils persistent en grand nombre apres
inhibition de la machinerie de biosynthése des miRNAs par interférence ARN (Davis & Hata
2009b).

Un des mécanismes de stabilisation des microRNAs est I'association aux protéines
AGO qui agit comme un facteur trans de stabilisation. En effet, lorsque I'on diminue ou |'on
surexprime les protéines AGO on observe une diminution/élévation des taux de miRNAs
matures. D'autre part, |'expression ectopique des AGO induit une augmentation du taux de
miRNAs matures tandis que cela n'est pas le cas pour les autres protéines impliquées dans la
voie de biogenése des miRNAs (DROSHA, DGCR8 et DICER) (Kai & Pasquinelli 2010).

Il a tout de méme été mis en évidence chez les animaux des facteurs de modification
post-transcriptionnelle des miRNAs agissant en cis contribuant a réguler leur stabilité (Kai &
Pasquinelli 2010) :

- la poly(A) polymérase GDL-2 modifie le miR-122 mature en lui ajoutant un résidu
adénosine au niveau de |'extrémité 3' contribuant a stabiliser ce miRNA,

- la terminale uridyltransférase TUT4/Zcchc11/PUP-2 a la capacité d'ajouter des
résidus uraciles au niveau de l'extrémité 3' ce qui a pour effet soit de stimuler la
dégradation (ex. let-7e) soit d'inhiber I'action des miRNAs (ex. miR-26a),

- I'exonucléase 5'-3' XRN-2 agit en dégradant les miRNAs simple brin qui ne sont pas

associés aux AGO ou libérés par le complexe RISC.
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Il apparait donc que les taux de miRNAs matures peuvent étre controlés par un
ensemble de facteurs régulant leur stabilité ou induisant leur dégradation, mais beaucoup

de ces facteurs restent encore a étre identifiés chez I'animal.

3 lLes différents modes d'action des microRNAs et du complexe
RISC

Les microRNAs vont agir sur la synthése protéique soit en réprimant la traduction soit
en stimulant la déadénylation et la dégradation des transcrits ciblés (figure 45). Trés
récemment, certains travaux ont montré que les miRNAs pouvaient activer la traduction.
Chez les mammiféres, la plupart des inhibitions induites par les microRNAs passent par un

mécanisme d'inhibition de la traduction.
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Figure 44. Représentation schématique du mécanisme d'action du complexe RISC
(d'apreés Pratt & MacRae 2009)

3.1 Le complexe effecteur RISC

3.1.1 Le complexe effecteur "minimal"

Le complexe RISC fonctionnel est au moins constitué d'un miRNA mature ou miRNA
guide et d'une des ribonucléoprotéines de la famille Argonaute (AGO). Chez les mammiferes,
c'est une des protéines AGO sur les quatre existantes (AGO 1 a 4) qui est recrutée au sein du
complexe actif. Au sein du complexe RISC, le miRNA mature sert de guide pour stimuler le
clivage du mRNA cible lorsque la complémentarité miRNA/mRNA est totale, soit réprimer la

traduction les transcrits possédant une complémentarité partielle avec celle du miRNA.
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3.1.2 Les protéines additionnelles du complexe RISC

En plus des protéines AGO, le complexe RISC peut recruter d'autres protéines. En
outre, il a été identifié plus de 50 protéines pouvant interagir avec AGO1 ou AGO2 générant
ainsi des complexes RISC allant de 100 kDa a 2.5 MDa (Lau & MacRae 2009). Ces protéines
sont généralement des facteurs de liaison de I'ARN comme GW182, FMRP (fragile-X-mental-
retardation protein) ou encore la protéine de decapping RCK/P54. En fonction de la
combinaison de ces protéines au niveau du complexe RISC, il y aura soit régulation en
agissant sur le mRNA directement (dégradation, déadénylation) soit en agissant sur sa

traduction (Chekulaeva & Filipowicz 2009).

3.2 Le mécanisme de clivage des mRNA ou activité "slicer” par AGO2

L'effet le mieux caractérisé de la reconnaissance par le miRNA de son mRNA cible, est
le mécanisme d'hydrolyse ou "slicing" du mRNA (figure 45). Ce mécanisme de slicing permet
de casser le cadre de lecture de la partie codante et stimule la dégradation du transcrit par
des exonucléases (Pratt & MacRae 2009). Dans un contexte in vitro, cette activité ne
nécessite l'intervention d'aucun autre facteur cellulaire en dehors de la protéine Argonaute
2 (Rivas et al. 2005).

Deux composantes sont indispensables a l'activité de type "slicer" : (1) le
recrutement d'une protéine Argonaute catalytiquement active et, (2) la parfaite
complémentarité entre le mRNA cible et le miRNA mature servant de guide. Parmi les
protéines Argonautes, AGO2 est la seule possédant une activité catalytique "slicer", c'est elle
qui est responsable du clivage du transcrit ciblé par le miRNA.

Le domaine protéique d'AGO2 responsable du mécanisme de slicing est le domaine
PIWI qui possede une activité de type RNase. La coupure du transcrit se fait a la moitié de la
région complémentaire entre le miRNA et le mRNA, entre les nucléotides du transcrit

s'appariant avec les bases 10 et 11 du miRNA guide.

3.3 Les mécanismes d'inhibition par les protéines AGO

Chez les mammiferes, le mécanisme d'action prédominant de I'inhibition induite par

RISC est l'inhibition de la traduction qui est guidée par le miRNA (figure 45). Toutes les
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protéines AGO ont la capacité d'entrainer l'inhibition de traduction dépendante des miRNAs
ou d'altérer la stabilité des ARNm via des mécanismes distincts de |'activité "slicer" d'AGO2.
Contrairement a la réaction de slicing, l'inhibition de traduction ne nécessite pas de
complémentarité totale entre le miRNA et le transcrit ciblé (Pratt & MacRae 2009). En
fonction des études et du design expérimental mis en ceuvre les différents auteurs ont pu
démontrer l'implication des mécanismes d'inhibition au niveau de l'initiation ou au contraire
apres l'initiation de traduction. A ce jour, le mécanisme précis de l'inhibition de traduction
induite par les miRNAs reste encore a étre déterminé. La prévalence de I'un ou l'autre des
mécanismes dépendrait de la structure du mRNA ciblé, des protéines de liaison de I'ARN
impliquées, en fonction du type cellulaire ou encore en fonction de la voie de signalisation

contrdlant cette inhibition.

3.3.1 Inhibition au niveau des étapes d'initiation de la traduction

Ainsi, les expériences d'inhibition de traduction induite par les miRNAs ont montré
gue les mRNAs ciblés ne sont généralement pas retrouvés associés aux ribosomes. D'autre
part, il a été mis en évidence que les transcrits ne possédant pas de signal d'initiation de la
traduction (IRES, Internal Ribosome Entry Site) ou pas de coiffe 5' fonctionnelle, ne sont pas
inhibés efficacement par les miRNAs. Ces données suggerent que les miRNAs ont la capacité
d'inhiber la traduction des ARNm au niveau des étapes d'initiation probablement via un
mécanisme mettant en jeu une inhibition de reconnaissance la coiffe 5' ou encore I'absence
d'association de la sous-unité 60S des ribosomes (figure 46) (Liu 2008), (Chekulaeva &

Filipowicz 2009).

3.3.2 Inhibition au niveau des étapes aprés l'initiation de la traduction

Plusieurs observations illustrent un mécanisme d'inhibition de la traduction par les
miRNA apres |'étape d'initiation. En effet, il a été mis en évidence que les miRNAs et leurs
cibles sont associés aux polyribosomes, par ailleurs, il a été démontré que l'inhibition
intervient toujours méme si la traduction est initiée. Certains auteurs proposent que les
miRNAs stimulent une terminaison de traduction anticipée et la dissociation des ribsosomes,
les miRNAs pourraient également recruter des protéases au niveau des protéines en cours

de synthese afin de les dégrader (figure 46) (Liu 2008), Chekulaeva & Filipowicz 2009).
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3.3.3 Inhibition via la déadénylation, la dégradation ou encore la séquestration au
niveau des P-bodies

Il est maintenant clairement établi que les mMiRNAs peuvent induire une
déadénylation et induire la dégradation des transcrits ciblés (figures 45 et 46). Ce
mécanisme semble se faire indépendamment du mécanisme d'inhibition de la traduction.
Les protéines du complexe RISC, le miRNA guide et le mRNA ciblé sont regroupés au niveau
des P-bodies qui sont des foyers cytoplasmiques contenant des enzymes de dégradation des
ARNs, de la sorte, les P-bodies sont impliqués dans le catabolisme et le stockage des
transcrits non tarduits (Chekulaeva & Filipowicz 2009).

La famille de protéines GW182 jouent un réle important au niveau des P-bodies et
interagissent avec les protéines AGO pour permettre l'inhibition dépendante des miRNAs.
Au niveau des P-bodies protéines GW182 agissent en stimulant la déadénylation et Ia
dégradation des miRNAs. Alors que chez les mammiferes, le mécanisme précis est encore
mal connu, il a été mis en évidence chez la drosophile que la protéine GW182 recrute un
complexe déadénylase (CAF1-CCR4-NOT) puis un complexe pour enlever la coiffe 5' (DCP1-
DCP2) et Il'exonucléase 5' vers 3' XRN1 pour dégrader les ARNs messagers (figure 46)
(Chekulaeva & Filipowicz 2009, Pratt & MacRae 2009). Méme si la dégradation des ARNm
peut se faire au sein des P-bodies, la formation de ces foyers n'est pas indispensable pour la

dégradation des transcrits.
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Figure 45. Les différents mécanismes possibles pour le mécanisme d'inhibition par les miRNAs
(d'aprés Chekulaeva & Filipowicz, 2009) miRNP est le complexe RISC contenant notamment les protéines AGO
et GW182, ainsi que le miRNA mature servant de guide, m7Gppp : coiffe 5', -AAA : queue poly(A), 4E et 4G :
facteurs d'initiation de la traduction, 43S et 60S : sous-unités ribosomales, CAF4-CCR4-NOT1 : facteurs du
complexe de déadénylation.
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Les structures cytoplasmiques P-bodies sont des structures dynamiques qui peuvent
également jouer un réle de stockage des ARNm (figure 45) (Parker & Sheth 2007). Ainsi, les
transcrits réprimés au niveau de la traduction sont stockés au sein des P-bodies, mais
peuvent également étre réactivés afin de retourner en direction de la machinerie de
traduction par des mécanismes de désassemblage des P-bodies. L'agrégation des complexes
RISC et ARNm au niveau de ces structures P-bodies empécherai 'acces des ribosomes et de
I'appareil de traduction au niveau des transcrits ciblés, ceci permet donc un contréle spatial
et temporel de la traduction des messagers (Liu 2008). Le nombre et la taille des P-bodies

sont contro6lés par le stress cellulaire environnant.

3.3 Les mécanismes d'activation induits par les miRNAs

Des données récentes suggerent que les miRNAs pourraient en fonction de I'arrét ou
activation du cycle cellulaire induire ou réprimer alternativement I'expression d'un géne
cible (figure 47). L'activation d'expression de génes cibles via les miRNAs pourrait
notamment impliquer des éléments AREs (AU-rich elements) situés au niveau des extrémités
3' non traduites de transcrits codant pour des cytokines, facteurs de croissance ou encore
oncogenes (Breving & Esquela-Kerscher 2009). Ces AU-rich elements permettent ainsi
d'entrainer une réponse rapide via une dégradation des transcrits ou une activation de la

traduction en fonction des signaux extracellulaires.

Proliferating cells A Growth arrested cells

(S/G2) o (G1/GO block)

Translational Inhibition/ Translational
mRNA Degradation Activation

Figure 46. Modeéle de répression ou d'activation de traduction de certains miRNAs spécifique du cycle
cellulaire
(d'aprés Breving & Esquela-Kerscher 2009) Schéma de gauche, dans une situation de prolifération cellulaire le
complexe miRNA-AGO?2 lie des cofacteurs additionnels répressifs comme GW182 (en rouge) au niveau de la
partie 3'UTR afin d'aboutir a la situation classique d'inhibition de traduction et/ou de dégradation du mRNA.
Schéma de droite, dans une situation d'arrét du cycle cellulaire en G1/GO (ex. cellules sans sérum), le complexe
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miRNA-AGO2 recrute FXR1 et d'autres facteurs activateurs (en vert) afin de stimuler la traduction a partir du
mMRNA.

A titre d'exemple, il a été mis en évidence que AGO2 et FXR1 (homologue de FMRP)
pouvaient s'associer via l'interaction de miR-369-3 au niveau de |'extrémité 3' non traduite
au niveau des éléments AREs du transcrit du TNFa permettant ainsi d'activer sa traduction
au cours de phases de quiescence cellulaire induite par une déprivation en sérum (figure 47)
(Vasudevan et al. 2007). Au contraire, lors des phases de proliferation cellulaire, AGO2 et
FXR1 répriment I'expression du TNFa (figure 47). Ce méme type de mécanisme a été observé
pour |'effet du miRNA let-7 sur I'oncogene HMGA?2 (Vasudevan et al. 2008). D'autres miRNA
comme miR-10a ou encore miR-122 ont récemment été impliqués dans des mécanismes
d'activation de traduction (Chekulaeva & Filipowicz 2009).

Cependant, il reste a déterminer quels types de miRNAs et cofacteurs sont recrutés
au niveau du complexe RISC, et quel type d'appariement (appariement par la région seed ou

autres) entre miRNA et ARN messagers ciblés pour conduire a cette activation de traduction.

4 Régulation de l'activité des microRNAs

En plus d'une régulation du niveau d'expression des microRNAs par le controle de
leur biogenese, il existe une régulation de |'activité des miRNAs qui peut se faire : (1) soit en

atténuant leur activité, (2) soit en augmentant leur activité au sein du complexe RISC.

4.1 Diminution de l'activité des miRNAs

Des travaux récents ont démontré que certaines protéines de liaison de I'ARN
pouvaient moduler |'action des miRNAs en se liant au niveau de I'extrémité 3'UTR des
transcrits. Il a par exemple été mis en évidence que la protéine HuR peut empécher I'action
de miR-122 au niveau du mRNA CAT-1 en se liant aux AU-rich elements de la région 3'UTR,
ce qui conduit par la suite a la libération de I'ARNm en dehors des P-bodies pour faciliter sa
transcription. Le méme type de mécanisme a été observé pour une autre RNA-binding
protein DND1 qui réduit I'action de miR-221 au niveau du transcrit de P27 et de miR-327 au
niveau du transcrit de LATS2 (Chekulaeva & Filipowicz 2009, Davis & Hata 2009). Enfin, la
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RNA-binding protein PUMILIO peut également moduler l'interaction des miRNA grace a la
proximité entre ses motifs de liaison et les sites de liaison des miRNA au niveau des

transcrits (Chekulaeva & Filipowicz 2009).

4.2 Augmentation de l'activité des miRNAs

Parmi les facteurs pouvant interagir avec les protéines AGO, un certain nombre a la
capacité de stimuler I'activité du complexe RISC. Par exemple, la protéine TRIM32 peut
s'associer aux AGO et augmenter l'activité de certains miRNA dont let-7a. L'IMPORTIN 8
jouerait également un role d'activateur étant donné que son invalidation réduit I'association
des miRNA a AGO2 et empéche la répression via les miRNA au niveau de leurs cibles

(Chekulaeva & Filipowicz 2009, Davis & Hata 2009).

5 Les microRNAs dans le testicule et la spermatogenése

5.1 Mise en évidence des microRNAs dans le testicule

La mise en évidence des microRNAs dans le testicule a été réalisée il y a quelques
années par des approches de clonage et microarray sur un ensemble de tissu humains
(Barad et al. 2004, Liu et al. 2004). Plus tard des travaux ont étudié suivant le méme type
d’approches le miRNAome au niveau du testicule de souris (Ro et al. 2007, Yan et al. 2007).

Une expression préférentielle de certains miRNA a été mise en évidence au niveau
testiculaire chez ’lhomme. L’expression la plus forte a été constaté pour miR-10b, -let7e, -
212, -187 et -134 (Barad et al. 2004).

Les travaux de Ro et al. ont permis chez la souris de cloner et d’identifier par
microarray 122 miRNA exprimés par le testicule dont 60% sont exprimés de facon
ubiquitaire, 35% sont exprimés préférentiellement dans certains organes dont le testicule et
5% sont spécifiques du testicule (Ro et al. 2007). Parmi ces miRNA clonés dans le testicule,
un certain nombre ont de fortes homologies avec les petits ARNs de la famille piRNA ou avec
des miRNA déja identifiés chez ’'homme. Les auteurs ont pu identifier des miRNAs exprimés
dans quasiment tous les types cellulaires testiculaires (ex. miR-202, miR-470, miR-470-3p,

miR-471, miR-741, miR-742), des miRNAs plus exprimés dans les cellules méiotiques (ex.
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miR-464, miR-469) ou encore des miRNAs exprimés dans les cellules méiotiques et
haploides.

Dans un autre travail d’analyse globale du profil des miRNA entre le testicule
immature et mature chez la souris, il a été mis en évidence que 14 miRNAs étaient
surexeprimés (facteur > 2), tandis que 5 miRNAs (miR-34a, -34b, -34c, -29b, -449) étaient
sous-exprimés dans les testicules immatures en comparaison des testicules matures (voir

tableau 5) (Yan et al. 2007).

Expression relative Expression relative
Nom du miRNA Nom du miRNA
(immature/mature) (immature/mature)
miR-41 6.3 miR-361 21
miR-495 6.1 let-7e 2.0
miR-335 3.6 miR-181b 1.9
miR-434-5p 35 miR-34a -1.2
miR-337 3.1 miR-29b -2.4
miR-379 3 miR-449 -3.9
miR-127 2.9 miR-34b -5.9
miR-376a 2.8 miR-34c -6.3
miR-181d 2.6
miR-214 2.4
miR-181c 23

Tableau 5. Liste des miRNAs différentiellement exprimés entre le testicule immature et mature chez la souris
(d’aprés Yan et al. 2007)

5.2 Mise en évidence et réle de la machinerie de biogenése des microRNAs
dans le testicule et dans la spermatogenése

En complément des études de profil d’expression des miRNAs au sein du testicule,
certains groupes ont cherché a mettre en évidence les effecteurs de la machinerie de
biogenese des microRNAs au sein du testicule ou de ses différentes composantes cellulaires.
Méme si les cellules germinales et les cellules de Sertoli expriment toutes la machinerie de
biogenese, il existe néanmoins des profils d’expression différents entre ces deux types de
les approches reposant sur [l'utilisation de modeles

sous-populations. En parallele
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d’invalidation de Dicer ou encore Ago chez las souris ont permis de mieux caractériser la

fonction de certaines de ces effecteurs dans le déroulement de |la spermatogeneése.

5.2.1 Effecteurs de la biogenése des miRNAs dans les cellules de Sertoli

Les cellules de Sertoli expriment les transcrits de I'ensemble des acteurs de la
biogenese des miRNAs (Drosha, Dicer, Ago1-4). Cependant, les cellules de Sertoli expriment
a un taux élevé le transcrit Ago2 en comparaison des cellules germinales (figure 48)

(Gonzalez-Gonzalez et al. 2008).

5.2.2 Effecteurs de la biogenése des miRNAs dans les cellules germinales

Les travaux de Kotaja et al. ont permis de mettre en évidence |'expression des
protéines DICER et AGO2 au sein de structures appelées chromatoid bodies (C-bodies) au
cours des phases de maturation des cellules germinales (Kotaja et al. 2006). Les C-bodies
sont des structures comparables aux P-bodies mais spécifiques des cellules germinales, ils
contiennent en plus des protéines de biogenese des miRNAs, des protéines classiguement
rencontrées dans les P-bodies comme GW182 et XRN1 (Kotaja & Sassone-Corsi 2007). Les
auteurs ont également mis en évidence une expression constante de DICER au cours du cycle

de I'épithélium séminifére.
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Figure 47. Profil d’expression des transcrits codant la machinerie de biogenése de miRNAs au sein des sous-
populations cellulaires du testicule
(d'aprés Gonzdlez-Gonzdlez et al. 2008) Comparaison entre les cellules germinales testiculaires (spermatocytes
pachytenes, spermatides rondes et spermatides allongées) et cellules somatiques (cellules de Sertoli et contréle
positif NIH-3T3).
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Les cellules germinales du testicule (spermatocytes et spermatides) présentent
toutes un profil d’expression comparable des transcrits codant pour la machinerie de
biogenese des miRNAs. Ainsi ces cellules expriment fortement les transcrits de Drosha et
Ago4, avec une expression marquée de Ago3 et Ago4 dans les spermatocytes pachytenes
(figure 48) (Gonzalez-Gonzalez et al. 2008). L'ontogénie des ces transcrits ne montre pas de
variation d’expression due a une régulation en fonction de la maturation des cellules

germinales.

5.2.3 Informations obtenues a partir des modéles de knock-out

Afin d’élucider le role de Dicer dans différents processus biologiques chez les
mammiferes, Bernstein et collaborateurs ont généré un modele de souris transgéniques
invalidées pour Dicer (Bernstein et al. 2003). La perte de Dicer entraine une létalité
embryonnaire précoce a 7,5 jours embryonnaires conduisant a la perte des cellules souches
embryonnaires, ce qui suggere le roéle primordial de DICER dans le développement. Par la
suite, différents auteurs ont cherché a identifier par des approches d’invalidations
conditionnelles le réle de DICER dans la régulation des processus biologiques notamment la

reproduction.

- Invalidation de Dicer au niveau des cellules de Sertoli :

L’invalidation conditionnelle de Dicer spécifiquement au niveau des cellules de Sertoli
entraine de séveéres défauts de maturation et I'apoptose des cellules de Sertoli, mais
également des défauts de maturation des cellules germinales qui se traduisent par une
diminution massive du poids testiculaire ainsi qu’a une infertilité (Papaioannou et al. 2009).
Ainsi, chez les animaux Dicer -/- il est observé une dégénérescence progressive du testicule
caractérisée par des anomalies des tubes séminiféres et un délais d’entrée en méiose a

eme

partir du 57 jour postnatal, s’aggravant a 60 et 90 jours postnatals pour donner des
animaux présentant des phénotypes de Sertoli-Cell-Only (SCO) a 180 jours postnatals.

Enfin, I'invalidation de Dicer dans les cellules de Sertoli entraine la suppression
d’expression de microRNAs spécifiques des cellules de Sertoli (miR-299, - 376a, -381, - 409-
5p, -674) se répercutant de maniere indirecte sur le transcriptome via une probable

augmentation de traduction de protéines répresseurs transcriptionnels. Parmi les genes

fortement réprimés on retrouve des genes essentiels dans I'homéostatsie testiculaire
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comme Gdnf ou Scf suggérant de probables altérations dans le renouvellement des

spermatogonies souches.

- Invalidation de Dicer ou Ago2 au niveau des cellules germinales :

L'invalidation conditionnelle de Dicer au niveau des cellules germinales entraine des
défauts majeurs de la spermatogenese (Hayashi et al. 2008, Maatouk et al. 2008). Dans leur
étude Hayashi et al. ont mis en évidence les testicules issus de ces animaux présentent une
altération de la prolifération des cellules germinales primordiales, de prolifération et
différenciation des spermatogonies, une infertilité a I’age adulte causée par un arrét de
spermatogenése (Hayashi et al. 2008). Le phénotype observé par Maatouk et al. est un peu
moins délétere, les animaux présentant un phénotype d’hypofertilité causé par un défaut au
niveau du stade de la différenciation spermatide ronde en spermatide allongée et par une
mobilité spermatique anormale (Maatouk et al. 2008).

L’étude des animaux Ago2 -/-, en revanche, n’a pas mis en évidence d’altération au
niveau testiculaire ni au niveau de la fertilité suggérant que (1) Ago2 n’est pas indispensable
a la meiose et la spermiogeneése, (2) I’éventuelle compensation de la perte d’Ago2 par les
autres membres de la famille argonaute (Hayashi et al. 2008).

En résumé, les données de profils d’expression des miRNAs, de leur machinerie de
biogenese dans le testicule, mais également les informations apportées par 'invalidation de
Dicer au niveau testiculaire indiquent que ces petits ARNs jouent un réle majeur dans le
développement testiculaire et la spermatogenése. De ce fait ils doivent étre impliqués dans
la régulation d’expression d’un ensemble de génes nécessaires a la maturation des cellules
germinales au cours des phases mitotiques, méiotiques et post-méiotiques de la
spermatogenése. Une étude ciblée (ex. knock-out), miRNA par miRNA, permettra de mieux

caractériser leurs rdles respectifs dans la spermatogenese.

6 Pathologies associées a des altérations dans les microRNAs

La découverte relativement récente et l'intérét trés large qu'a suscité le nouveau
mécanisme de régulation d'expression des genes par les microRNAs, fait que ce type de

régulation est actuellement tres étudié dans la pathologie humaine. Ainsi, les microRNAs ont



Etude bibliographique - 121 -

été impliqués dans le cancer (Cowland et al. 2007, Croce 2009), mais également dans un
grand nombre d'autres pathologies comme le diabete (Pandey et al. 2009), les maladies
cardiovasculaires (Cai et al. 2009), ou encore, les maladies neurologiques (Barbato et al.
2009, Christensen & Schratt 2009). Nous présenterons dans cette partie quelques exemples
de miRNAs impliqués dans différents types de cancers, puis nous focaliserons sur
I'implication des miRNAs dans les pathologies affectant le testicule et la fonction de

reproduction (cancer testiculaire et infertilité).

6.1 Altération des microRNAs dans le cancer

6.1.1 Mise en évidence d’altérations d'expression des miRNAs dans le cancer

Des altérations d’expression de miRNAs ont été mis en évidence dans les cancers et
ces changements d’expression semblent directement impliqués dans le processus de
carcinogenese. Ces altérations conduisent, le plus souvent, soit a la surexpression de miRNAs
stimulant la prolifération et la survie cellulaire (en ciblant des geénes suppresseurs de
tumeurs) qui sont alors qualifiés de miRNAs oncogénes ("oncomiRs"), soit a la perte
d’expression de miRNAs impliqués dans l'induction d'apoptose ou la diminution de
prolifération cellulaire (en ciblant des oncogénes) qualifiés de miRNAs suppresseurs de
tumeurs (Cowland et al. 2007).

Il est retrouvé une diminution ou une perte d'expression de miRNAs suppresseurs de
tumeurs aussi bien au niveau des tumeurs liquides que des tumeurs solides (tableau 6)
(Croce 2009, lorio & Croce 2009). Des travaux récents ont pu démontrer l'implication d’une
diminution de I'expression de la famille miR-29 dans les cancers du poumon et les leucémies
myéloides aiglies, conduisant a un taux anormalement élevé de leurs transcrits cibles codant
notamment DNMT3A (Fabbri et al. 2007, Garzon et al. 2009).

En parallele de la diminution/perte d'expression des miRNAs suppresseurs de
tumeurs on retrouve généralement la stimulation/surexpression d'un certain nombre de
miRNAs oncogénes dans les tumeurs (tableau 6). Les premiers miRNAs oncogénes identifiés
sont miR-155 et le cluster miR-17-92 qui sont surexprimés dans les tumeurs deu sein, de la

prostate ou encore certains lymphomes (Croce, 2009).
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Suppresseur de
Transcrits
MicroRNA Type de modification Fonction dans la cellule tumeur (TS) ou
cibles validés
oncogéne (ONC)
Perte d’expression dans les CLL, BCL2, WT1,
miR-15a et Induisent I'apoptose et
myélomes multiples et cancers de RABYB, TS
miR-16-1 inhibent la tumorigenése
prostate MAGES83
Perte d’expression dans cancers du
let-7 (a, b, c, , du sein ainsi d . ,
et-7(a, b, c poumeon, du sein ainst que dans Induisent I'apoptose et RAS, MYC, TS
d, e f, geti) d’autres types de tumeurs solides et inhibent la tumorigenese HMGA2
hématopoiétiques
Induisent I'apoptose et
Perte d’expression dans les CLL inhibent la tumorigenése,
miR-29 (a, b TCL1, MCL1,
agressifs, leucémies myéloides aiglies, réactivent I'expression de TS
etc) DNMTs
cancers du sein et cholangosarcomes genes supresseurs de
tumeurs éteints.
CDK4, CDKe6,
Perte d’expression dans cancers du
miR-34 Induit I'apoptose CYCLINE E2, TS
pancreas, du colon, du sein et du foie
EZF3, MET
Inhibe la prolifération et
miR-145 Perte d’expression dans cancer du sein | induit I'apoptose de cellules ERG TS
de cancers du sein
miR-221 et Perte d’expression dans les leucémies Inhibent la prolifération des
KIT TS
miR-222 erythroblastiques erythroblastes
Stimulent la prolifération
Surexpression dans les CLL agressifs,
miR-221 et cellulaire et inhibe P27, P57,
cancers de la thyroide et ONC
miR-222 I'apoptose dans les tumeurs | PTEN, TIMP3
hépatocellulaires
solides
Stimulé dans les CLL agressifs, Induit la prolifération
miR-155 lymphoma de Burkitt, cancers du cellulaire, les leucémies ou MAF, SHIP1 ONC
poumon, du sein et du colon lymphomes chez la souris
Cluster miR- | Stimulé dans les cancers sein, poumon, E2F1, BIM,
Induit la prolifération ONC
17-92 colon, I'estomac et pancreas PTEN
Stimulé dans les glioblastomes,
leucémies myéloides aigles, CLL PTEN,
Inhibe I'apoptose et
miR-21 agressifs, cancers du sein, du colon, du PDCD4, ONC
augmente la tumorigenicité
pancréas, du poumon, de prostate, du TPM1, TIMP3
foie et de I'estomac
Stimulent la tumorigenicité
miR-372 et
Stimulés dans les tumeurs testiculaires en association avec LATS2 ONC
miR-373

I'oncogene RAS

Tableau 6. Exemples de microRNAs supresseurs de tumeurs et oncogénes
(d’aprés Croce, 2009)
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6.1.2 Meécanismes conduisant aux altérations d'expression des miRNAs dans le
cancer

- Altérations d’expression via des dérégulations de la machinerie de biogenése :

Dans certaines tumeurs la dérégulation des taux ou de l'activité des effecteurs de
biogenése des miRNAs (principalement DROSHA ou DICER) peut entrainer des altérations
dans les niveaux d’expression de miRNAs (figure 49) (Thomson et al. 2006, lorio & Croce
2009). Ces observations ont été complétées par I'utilisation de modeles expérimentaux
animaux ou linvalidation de Dicer entraine une accélération du développement tumoral

(Kumar et al. 2007).

- Altérations d’expression via des aberrations chromosomiques ou des mutations :

Les premieres données ayant permis d’identifier I'éventuelle implication des
microRNAs dans le cancer proviennent de I'étude des translocations chromosomiques
affectant I'expression miR-15a et miR-16-1 dans les leucémies lymphoides chroniques (figure
49) (Calin et al. 2002). Par ailleurs, I'existence de polymorphismes ou de mutations dans les
génes de miRNAs peut contribuer a la formation ou le développement de tumeurs (ex. miR-

146a dans les cancers prostatiques) (Xu et al. 2009).

Genomic changes:
deletions, amplifications,
translocations
Transcription
factors
Pre-miR E *
promoter miR gene ' Poll 3 Drosha .
> Pri-miR 5'— "\ > 3

TT T 5
Epigenetic SNPs, Altered expression or
changes mutations function
| Exportin 5 J
Dicer Pre-miR
Mature miR < <

Figure 48. Mécanismes potentiels impliqués dans la dérégulation d’expression des microRNAs dans le cancer

(d’apres lorio & Croce, 2009) Les altérations d’expressions des miRNAs peuvent étre dues a des anomalies
chromosomiques, des mutations ou polymorphismes (SNPs), une dérégulation des facteurs de transcription, des
altérations dans la machinerie de biogenese des miRNAs (DROSHA, DICER) ou encore des modifications
épigénétiques.
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- Altérations d’expression via des modifications des facteurs de transcription :

La dérégulation du taux de certains facteurs de transcription contrélant I'expression
de microRNAs est fréquemment retrouvée dans le cancer (figure 49). A titre d’exemple, MYC
ou encore E2F1 sont souvent surexprimé dans les tumeurs, stimule notamment I'expression
du cluster miR-17-92 ou du cluster MCM7 (miR-106b, -93 et -25) (Croce 2009). De méme,
P53 peut se lier au niveau du promoteur et activer |'expression de la famille miR-34 qui
stimule dans des conditions normales I'arrét du cycle cellulaire (Calin et al. 2009). La

mutation de P53 peut donc affecter cette voie de régulation de la prolifération.

- Altérations d’expression via des mécanismes épigénétiques :

Un certain nombre de miRNA sont réprimés par hyperméthylation ou déacétylation
au niveau de leur promoteur et le traitement de cellules cancéreuses par des inhibiteurs de
méthylation de I’ADN ou des inhibiteurs d’histones déacétylases réactive I'expression d’un
certain nombre de miRNA suppresseurs de tumeurs (figure 49) (Shin et al. 2009, Vrba et al.
2010). A titre d’exemple miR-127 ou miR-124a sont réprimés par des mécanismes

épigénétiques dans les cancers du sein, du poumon, du colon (Cowland et al. 2007).

6.2 Les microRNAs dans l'infertilité et les cancers testiculaires

6.2.1 Les miRNAs dans linfertilité

Un travail récent a permis par une approche microarray de caractériser le profil des
miRNAs altérés chez des patients atteints d’azoospermie non obstructive (Lian et al. 2009).
Les auteurs ont démontré que les clusters de miRNA sous-exprimés se trouvent
majoritairement au niveau des chromosomes 7 (cluster miR-106b), 17 (cluster miR-17-92) et
X (cluster miR-106a). Les miRNAs appartenant aux clusters mir-17-92 et miR-372/373 sont
diminués contribuant probablement a I'apoptose exagérée chez les patients infertiles.
Les auteurs ont également corrélé la diminution de certains miRNAs avec I'augmentation de

leurs génes cibles connus pour jouer un réle dans la maturation testiculaire (tableau 8).
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miRNAs Transcrit ciblé Fonction
miR-1, -181a, -221 & -9%,
TIMP3, augmenté Développement et différenciation testiculaire
diminués
Maturation des cellules de Sertoli et spermatogenese
miR-145, diminué SOX9, augmenté
normale
GADDA45G,
miR-383, diminué Induction d’apoptose et inhibition du cycle cellulaire
augmenté

Tableau 7. Exemple de microRNAs altérés chez des patients atteints d’azoospermie non obstructive et leurs
cibles
(d’apreés Lian et al, 2009)

6.2.2 Les miRNAs dans le cancer testiculaire

Bien qu’il existe peu d’études a ce jour sur I'implication des miRNAs dans les cancers
testiculaires, une étude d’expression globale des miRNAs dans divers types de tumeurs
testiculaires a permis de mettre en évidence la surexpression de miR-19a, -21 et -155 et Ia
diminution de miR-133a dans les séminomes comparaison de tissus sains. Au cours de ce
travail, les auteurs ont également montré que le cluster miR-372-373 est fortement exprimé
dans lI'ensemble des tumeurs testiculaires (séminomes, carcinomes embryonnaires et
tumeur du sac vitellin) ou il joue un réle oncogénique via I'inhibition du géne suppresseur de

tumeurs LATS2 (Voorhoeve et al. 2006, Gillis et al. 2007).
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lll - Le concept d’origines développementales
de pathologies adultes

(lllustration par le Syndrome de Dysgénésie testiculaire)

1 Définition du concept

Le concept d’origines développementales (ou programmation fcetale/néonatale) de
pathologies adultes a émergé il y a environ 25 ans. |l a été au départ proposé et tres
largement appuyé par les travaux de Barker (Barker 1995a, Barker 1995b, Godfrey & Barker
2001, Barker 2007).

Selon ce concept, il existe des périodes critiques au cours de développement durant
lesquelles les fonctions de l‘organisme et les organes sont malléables (plasticité
développementale) et potentiellement sensibles a I'action de I’environnement (ex. stress
environnemental). Cette plasticité d’un organisme au cours de son développement précoce
permet ainsi, a partir d'un méme génotype une adaptation en produisant différents états
morphologiques et physiologiques (ou phénotypes) en réponse a différentes conditions
environnementales. Donc dans ce concept deux facteurs importants sont a prendre en
compte: (1) les facteurs génétiques de [lindividu en développement permettant
I'adaptation, (2) les facteurs environnementaux qui influencent la réponse de I'organisme
qui se développe.

La période de plasticité développementale se situe principalement durant la vie
foetale mais peut également s’étaler au niveau de la période postnatale. Ainsi chez 'homme,
il apparait que cette période de sensibilité aux facteurs de I'environnement se déroule au
cours de la vie feetale et des 2 premieres années aprés la naissance. Une fois cette période
critique dépassée I'organisme perd sa plasticité et les fonctions des différents organes sont
fixées. Donc par la suite, au cours de la vie postnatale et adulte, lorsque I'environnement est
différent de celui rencontré durant le développement, alors les mécanismes d’adaptation
mis en place sont en décalage avec les besoins et des pathologies peuvent apparaitre

(Hanson & Gluckman 2008). En résumé, une modification de |'environnement (ex.
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diminution des apports nutritionnels) durant le développement fcetal ou néonatal peut
induire des mécanismes d’adaptation persistants toute la vie de l'individu, mais qui
engendreront diverses pathologies (ex. diabéete) a long terme chez I'individu adulte s’ils sont
en décalage avec I'’environnement postnatal (ex. apports nutritionnels riches).

Les premieres observations chez 'homme qui ont conduit Barker a émettre
I’hypothese de I'origine développementale de pathologies adultes, proviennent de I'étude
de la relation entre le développement de pathologies coronaires cardiaques, de diabéte et
une altération de la croissance durant la vie feetale ou du poids des individus a la naissance
(Barker et al. 1989, Hales & Barker 1992). En effet, dans ces travaux initiaux il a été constaté
que le risque de développer les pathologies cardiovasculaires et le diabéete de type Il était
plus élevé chez des personnes dont le poids a la naissance était plus faible que la moyenne.
Par ailleurs, un faible poids a la naissance a été démontré comme facteur prédictif de
problemes de tolérance au glucose, une augmentation de la pression sanguine et de
I"'hypertension. Ce type de relation entre la restriction de croissance foetale/néonatale et le
développement de pathologies cardiovasculaires ou de diabéte, a par la suite été démontré
sur un ensemble de populations aussi bien en Europe qu’aux Etats-Unis ou en Inde (Pulizzi et
al. 2009, Raghupathy et al. 2010). Dans ces études épidémiologiques, le poids des individus a
la naissance peut étre considéré d’'une maniére générale comme un marqueur des
perturbations ayant eu lieu in utero comme des modifications des taux d’hormones, de
facteurs de croissance, des modifications épigénétiques (Johnson et al. 2009).

Un des autres exemples marquant, est I'étude des individus ayant été exposés durant
la gestation a la grande famine qui a touché I'ouest des Pays-Bas au cours de la seconde
guerre mondiale entre novembre 1944 et mai 1945. Ainsi, dans ce travail les auteurs ont pu
mettre en évidence que |'exposition prénatale a la famine était associée a divers phénotypes
métaboliques et mentaux, un taux élevé de lipides plasmatiques, un risque accru de
développer des pathologies cardiovasculaires ou la schizophrénie (Heijmans et al. 2009).

D’aprés ces exemples, d’autres études épidémiologiques ont impliqué la
programmation développementale dans l'initiation d’un certain nombre de pathologies a
I’age adulte comme les maladies cardiovasculaires, I'obésité, les maladies métaboliques ou
encore le cancer. Ces études sont tres souvent soutenues par des modeles expérimentaux

développés chez I'animal qui visent a comprendre les mécanismes de la programmation
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développementale et de les appliquer en général aux pathologies métaboliques et non

métaboliques.

2 Programmation fcetale par les PEs des anomalies du tractus
génital mdle : le Syndrome de Dysgénésie Testiculaire (SDT)

2.1 Mise en évidence du SDT

Depuis une dizaine d’années, de nombreuses études épidémiologiques ont montré
une augmentation des malformations de [|'appareil reproducteur (hypospadias,
cryptorchidies) en particulier en Europe du Nord (Virtanen & Toppari 2008). A titre
d’exemple, au Danemark il a été rapporté que presque 1% des nouveau-nés males
présentent une cryptorchidie et environ 1% des hommes dans ce pays développent des
cancers testiculaires (Skakkebak et al. 2001). De la méme facon, il a été observé une
diminution de la qualité du sperme et de la fertilité dans les pays industrialisés (Jgrgensen et
al. 2010), bien que ces observations soient controversées (Merzenich et al. 2010). Enfin,
I'incidence du cancer testiculaire a augmenté de facon importante dans les pays
industrialisés. En France, une étude menée a partir de 9 registres régionaux de cancer a
montré que l'incidence des cancers du testicule est passée de 3,17 en 1978 a 4,82 pour 100
000 en 2000 (Hedelin & Remontet 2002). Il a été aussi observé dans les pays scandinaves
mais également dans le sud de la France un doublement de I'incidence annuelle du cancer
testiculaire au cours des vingt derniéres années (Ekbom 1998, Walschaerts et al. 2008).

C'est ce type d’observations qui ont conduit Skakkebaek a émettre I’"hypothése d’un
syndrome associant ces trois symptomes (figure 57) : (1) malformations du tractus génital
masculin hypospadias et cryptorchidies, (2) altérations de la spermatogeneése et baisse de la
gualité spermatique, (3) cancer du testicule. Ces trois types de symptomes seraient liés
entre eux et constitueraient le Syndrome de Dysgénésie Testiculaire (SDT) (Skakkebaek et al.

2001).



Testis formation
cell organisation

Fetal testis
functions

Reproductive
outcomes

Results of
dysgenesis

Figure 49. Schéma récapitulatif des événements impliqués dans la genése de la dysgénésie testiculaire au

(d'apres Sharpe et Skakkebaek 2008) La dysgénésie testiculaire induit notamment des altérations de la
fonction des cellules somatiques qui conduisent aux différentes altérations qui constituent le SDT (GC : cellules
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germinales, SC : cellules de Sertoli, LC : cellules de Leydig, PTMC : cellules péritubulaires myoides, CIS :
carcinome in situ, SCO : sertoli cell only, InsI3 : insulin-like factor 3, AMH : hormone antimiillerienne).

2.2

L’hypospadias caractérisé par une anomalie de positionnement (en position ventrale)
de I'ouverture de l'uretre au niveau du pénis résulte d’un défaut d’action des androgenes
issus du testicule foetal (Leung & Robson 2007). La cryptorchidie ou non-descente
testiculaire, est liée a des anomalies du gene Insl3 (Insuline-Like hormone 3) exprimé par les
cellules de Leydig, et est dépendante de I'action des androgénes (Toppari & Kaleva 1999).

Enfin, il apparait également que le cancer testiculaire aurait également une origine

développementale (voir plus loin).

Le SDT : les arguments en faveur d’une origine fecetale
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2.3 Programmation fcetale du SDT et des altérations du tractus génital
masculin : les perturbateurs endocriniens environnementaux et autres
facteurs

2.3.1 Programmation foetale du SDT : hypothése des perturbateurs endocriniens

environnementaux

Le SDT est une pathologie pouvant avoir plusieurs origines. Ainsi deux étiologies ont
été évoquées pour étre a I'origine du SDT : génétique et environnementale.

Dans le cas des formes séveres de SDT, les patients présentent |I'ensemble des
caractéristiques du SDT et les causes premieres sont génétiques comme chez les individus
possédant un caryotype 45X/46XY, les mutations au niveau du récepteur des androgénes ou
encore les mutations du gene SRY (Wohlfahrt-Veje et al. 2009). Toutefois, le taux
d’augmentation du SDT dans la population générale est incompatible avec le taux de
mutations spontanées.

Les récentes observations de patients présentant seulement une partie des
caractéristiques du SDT, mais également "laugmentation rapide et considérable du taux de
cancers testiculaires (environ 400% en deux générations)(Richiardi et al. 2004), du taux
d’hypospadias et de cryptorchidies (Caione 2009), et des altérations de la spermatogenese
ne peuvent pas étre expliquées par les facteurs génétiques seuls. Donc méme si les
susceptibilités génétiques peuvent intervenir en partie dans le SDT, I’hypothése de I'action
de facteurs environnementaux est a prendre en considération.

Concernant I’étiologie environnementale, les auteurs ont donc émis I’hypothése que
les individus développant certaines ou toutes les caractéristiques du SDT ont été en contact
avec des substances perturbant le systeme hormonal pendant la vie foetale ou néonatale.
Les perturbateurs endocriniens antiandrogéniques ou estrogéniques sont fortement
suspectés d’interférer avec le systéme hormonal pendant le développement foetal ou
postnatal et pourraient induire des effets chez I'individu adulte comme le SDT (voir chapitre
suivant). Des données trés convaincantes appuyant ces hypothéses proviennent de la
comparaison récente de l'incidence de la cryptorchidie, au cours de ces quarante dernieres
années, chez les nouveau-nés dans les maternités de Berlin-Est et OQuest (lvell & Hartung
2003). La fréquence de la cryptorchidie est d’environ 3—4 % pendant la période 1965 a 1971
dans les deux parties de la ville. Ce niveau s’est maintenu a Berlin-Est pendant la décennie

suivante 1972-1983 alors que pendant la méme période a Berlin-Ouest I'incidence a chuté
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en dessous de 1 %. Pendant la décennie 1987-1997, cette incidence décroit dans les deux
parties de la ville soit moins de 0,5 % a Berlin-Ouest et moins de 2 % a Berlin-Est. La
corrélation avec l'utilisation du DDT parvient a expliquer I’évolution de ces statistiques. Le
DDT et son métabolite le DDE sont connus pour posséder des activités estrogénique et
antiandrogénique. Ainsi, le DDT a été largement utilisé dans les deux parties de la ville
depuis 1960 jusqu’en 1970, puis arrété a Berlin-Ouest des 1972 alors qu’il était poursuivi a
Berlin-Est jusque dans les années 1980 avant d’étre arrété lors de la réunification de
I’Allemagne.

Les hypotheses émises par Skakkebaek sont étayées par les données obtenues sur
des modeles expérimentaux d’exposition foetale (ou néonatale) de rongeurs aux PEs (ex.
phthalates, PCBs, vinclozoline) dont les phénotypes a I’'age adulte reproduisent tout ou
partie des caractéristiques du SDT (altérations de la fertilité, hypospadias, cryptorchidies) a
I’exception du cancer testiculaire (voir chapitre suivant). Ainsi, les données épidémiologiques
et expérimentales sont autant d’arguments qui supportent le concept de programmation
précoce des altérations de la qualité du sperme ou les malformations du tractus génital
male. Les informations sont plus parcellaires concernant les tumeurs germinales testiculaires
car les modeles expérimentaux font défaut. Cependant le lien I'exposition aux PEs et le
cancer testiculaire sont appuyés par le fait que : (1) les cancers testiculaires sont tres
fréquents chez les individus cryptorchides (Wood & Elder 2009), (2) les hommes présentant
des altérations de la fertilité ont un risque plus élevé de développer le cancer du testicule
(Peng et al. 2009), (3) les hommes dont la mére a été traitée par le DES durant la grossesse

présentent un risque accru de développer le cancer du testicule (Goldberg & Falcone 1999).

2.3.2 Programmation foetale des altérations du tractus génital masculin par
d’autres facteurs de I’environnement
D’autres facteurs que les PEs ont été impliqués dans I'induction de malformations du
tractus génital méale et d’anomalies de fonction de la reproduction. Ainsi, il a été rapporté
que le tabagisme maternel pendant la grossesse engendre des altérations du
développement testiculaire se traduisant par des altérations de la spermatogenese (Ramlau-
Hansen et al. 2007). D’autre part, il a été démontré une association entre la consommation
d’alcool de la mére au cours de la grossesse et |'induction de cryptorchidies chez les fils

exposés (Damgaard et al. 2007).
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3  Mécanismes ?

Parmi les mécanismes impliqués dans la programmation développementale de
pathologies chroniques chez I'adulte, il est maintenant largement admis que les mécanismes
de type épigénétiques (méthylation de I'ADN, modifications des histones ou microRNAs,
étude bibliographique chapitre 2) soient impliqués dans ce phénomeéne (Gluckman et al.

2008).
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IV - Les perturbateurs endocriniens

1 Définitions et généralités
1.1 Définition

Selon l'agence américaine de protection de I'environnement (U.S. EPA), un
perturbateur endocrinien (PE) est "un agent exogéne interférant avec la synthese, la
sécrétion, le transport, le métabolisme, la liaison ou I'élimination des hormones endogénes
qui sont normalement impliquées dans I'homéostasie, la reproduction et les processus
développementaux". D'un point de vue physiologique, un PE est un composé naturel ou
synthétique, qui par une exposition environnementale et/ou développementale
inappropriées, va altérer le systéeme endocrinien d'un organisme et/ou de sa descendance

(Mauduit et al. 2006, Diamanti-Kandarakis et al. 2009).

1.2 Nature chimique

1.2.1 Les composés synthétiques

Les composés synthétiques ayant une activité de perturbateur endocrinien peuvent
étre : (1) des substances chimiques utilisés comme solvant industriel ou lubrifiant et leurs
produits de dégradation (ex. diphényles polychlorés/PCBs, dyphényles polybromés/PBBs,
dioxines), des plastiques (ex. bisphénol A/BPA), des agents plastifiants (ex. phthalates), des
pesticides (ex. méthoxychlore, dichlorodiphenyltrichloroethane/DDT), des fongicides (ex.
vinclozoline); (2) des hormones de synthése comme les contraceptifs oraux, les traitements
de substitution ou encore certains additifs pour I'alimentation animale (ex.

diethylstilbestrol/DES) (Mauduit et al. 2006).

1.2.2 Les composés naturels
Les composés chimiques naturels qui sont retrouvés dans I'alimentation humaine et
animale peuvent agir comme des perturbateurs endocriniens. Ils sont généralement

retrouvés dans les plantes (phytoestrogénes, ex. génistéine, daidzéine) ou bien synthétisés
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par des microorganismes (ex. zéaralénone). Ces substances métabolisées par |'organisme
sont non lipophiles donc ne s'accumulent pas au niveau des graisses et possedent trés
souvent une faible affinité pour les récepteurs hormonaux comme les ERs. Cependant il
convient de prendre en compte leur activité PE étant donné qu'ils sont souvent consommés

chaque jour via I'alimentation.

1.3 Mécanismes d'actions

1.3.1 Différents mécanisme d’action possibles

Les effets déléteres des PEs s’exerce principalement sur trois axes hormonaux : I'axe
hypothalamus-hypophyse-gonade, I'axe hypothalamus-hypophyse-thyroide et [I'axe
hypothalamus-hypophyse-surrénales. Au départ il a été proposé que la cible primaire des
PEs était I'interférence avec les récepteurs nucléaires aux hormones tels les récepteurs des
estrogenes (ERs), le récepteur des androgenes (AR), les récepteurs a la progestérone (PR),
les récepteurs aux hormones thyroidiennes (TRs), le récepteur au glucocortocoides (GR) ou
encore les récepteurs aux rétinoides (Swedenborg et al. 2009). Des études plus approfondies
ont finalement montré que leur mode d'action semble plus large en agissant, certes via les
récepteurs nucléaires aux hormones stéroides, mais également via les récepteurs non
nucléaires aux hormones stéroides (ex. ERs membranaires), les récepteurs non stéroidiens
(ex. récepteurs aux neurotransmetteurs), les récepteurs orphelins (ex. AhR, Aryl
Hydrocarbon Receptor), les voies enzymatiques impliquées dans la synthése des hormones
stéroides et d'autres mécanismes qui conduisent au systeme hormonal ou le systéeme
reproducteur (Diamanti-Kandarakis et al. 2009).

Actuellement, la majeure partie des données connues sur le mode d’action des
perturbateurs endocriniens porte sur leur capacité d’interférer au niveau des récepteurs
nucléaires hormonaux. Dans notre description nous nous focaliseront sur des composés a
activité perturbateurs endocriniens pouvant induire des effets au niveau de I'appareil
reproducteur male et plus spécifiguement au niveau testiculaire. Ces perturbateurs
endocriniens ont généralement une activité de type estrogénique, antiestrogénique ou
antiandrogénique. Nous décrirons brievement quelques autres modes d’action suspectés

des perturbateurs endocriniens.
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1.3.2 Interférence au niveau des récepteurs nucléaires hormonaux

Hormone T

/f

\ i
Endocrine

Disruptor

N\

Response

Figure 50. Mécanismes classiques d’interférence des perturbateurs endocriniens au niveau des récepteurs

nucléaires aux hormones

(d’apreés http://www.niehs.nih.gov/news/newsletter/2009/july/images/endocrine-disruptor-graphic.jpg).

L'interférence au niveau des récepteurs hormonaux peut se faire par différents

mécanismes (figure 50) :

La liaison du PE au niveau du récepteur nucléaire mime l'action d’'une hormone
endogene (effet agoniste) et induit des effets similaires a ceux de I'hormone
notamment par I'activation de transcription des genes en aval (ex. PE a activité
estrogénique : DES, PE a activité androgénique : triclosan).

La liaison du PE au niveau du récepteur nucléaire empéche la liaison de ’lhormone
endogene (effet antagoniste) et donc inhibe I'activité¢ du récepteur dans la

transcription de génes cibles (ex. PE a activité antiandrogénique : vinclozoline).

1.3.3 Exemples d’autres mécanismes d’action des PEs

Les PEs peuvent induire des altérations au niveau de la signalisation hormonale par :
La modulation du recrutement de coactivateurs ou corépresseurs nécessaires a
I'action des récepteurs nucléaires. Ainsi, le traitement périnatal par le bisphénol A
(BPA) induit une modification d’expression testiculaire de cofacteurs de récepteurs
des stéroides comme SRC-1 et NCoR (Salian et al. 2009a).

La régulation protéique du récepteur nucléaire et/ou de ses cofacteurs par la voie de

dégradation du protéasome. Par exemple, il a été mis en évidence que la liaison de
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certains composés a activité antiestrogéniques au niveau du récepteur AhR induit la
dégradation de ERa par le protéasome (Safe et al. 2000).
- Les PEs peuvent altérer la biodisponibilité des hormones endogenes en modulant

leur syntheése et leur catabolisme.

2 Exemples de perturbateurs endocriniens : effets sur le testicule
et 'appareil reproducteur male

Etant donné le trés grand nombre de fonctions physiologiques pouvant étre affectées
par l'exposition aux perturbateurs endocriniens, nous avons choisi de focaliser notre
description sur les perturbateurs endocriniens connus pour affecter I'appareil reproducteur
male et en particulier le testicule. En outre, les études sur les animaux de laboratoire
montrent que I’exposition a un type de PE ou en mixtures peut altérer le tractus génital male
ou femelle (Sharpe 2010a). D’'une maniere générale les molécules a activité estrogéniques
ont un effet aussi bien chez les males que les femelles, tandis que les molécules a activité
androgénique affecteront les femelles et les antiandrogenes affectent les males (Toppari

2008).

2.1 Perturbateurs endocriniens synthétiques

2.1.1 Le diethyistilbestrol (DES) — PE estrogénomimétique

Le DES est un puissant analogue d’estrogenes de type non stéroidien (figure 51) qui a
été tres utilisé au départ chez la femme enceinte entre les années 40 et 70, pour limiter les
risques de fausse-couches et d’accouchements prématurés. Ainsi, un grand nombre de
données chez 'homme et I'animal sont disponibles concernant les effets du DES. Les
premieres données concernant les effets néfastes du DES ont été obtenues lors de la mise
en évidence d’un risque accru d’adénocarcinomes du vagin chez les filles dont les méres
avaient pris du DES lors de leur grossesse. Par la suite, un certain nombre d’études
épidémiologiques ont clairement mis en évidence un lien entre |'exposition durant la vie
foetale au DES et I'apparition de malformations de I'appareil reproducteur ainsi qu’un risque

accru de développement de cancers (Newbold et al. 2006). Des études épidémiologiques ont
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ainsi pu mettre en évidence une augmentation du risque de développement d’hypospadias,
de cryptorchidies, de kystes épididymaires et de I'inflammation testiculaire chez les fils de

femmes traités au DES pendant leur grossesse (Klip et al. 2002, Palmer et al. 2009).

Estradiol Diethylstilbestrol

Figure 51. Différences de structure entre 'estradiol et le diethylstibestrol

L'exposition prénatale de souris males au DES induit principalement via ERa des
effets néfastes comparables a ceux observés chez 'homme comme la non-descente
testiculaire, des kystes épididymaires, la rétention des canaux Milleriens et des altérations
de la spermatogenese (Cederroth et al. 2007, Toppari 2008). L’exposition néonatale au DES
chez le rongeur (ex. 10 pg/kg*jour chez le rat entre 1-12 jpn) induit des altérations au niveau
de l'appareil reproducteur male caractérisées par une chute du poids des testicules, des
épididymes, des vésicules séminales ainsi que de fortes altérations de la spermatogenese
par apoptose des cellules germinales (Goyal et al. 2003, Delbés et al. 2006, Mathews et al.
2009, Volle et al. 2009).

Actuellement, les données concernant |’exposition au DES obtenues chez I'homme,
sont les seules a établir un lien indiscutable entre I'exposition a un PE durant la gestation et

I'apparition de pathologies (troubles de la fertilité et cancers).

2.1.2 Le bisphénol A (BPA) — PE estrogénomimétique ?

Le BPA est un composé synthétique utilisé dans la production des plastiques
polycarbonates et des résines époxy, c’est un des produits chimiques dont les taux de
production sont les plus élevés dans le monde. On le retrouve par exemple, dans le
revétement des boites de conserve, certains biberons ou encore dans les résines
d’obturation utilisées en dentisterie. Aux Etats-Unis, la forme conjuguée du BPA est

retrouvée dans I'urine dans 93% de la population (Diamanti-Kandarakis et al. 2009).
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Le BPA a, au départ, été classé comme un PE ayant une activité estrogéno-mimétique
sur la base d’études in vitro, mais il apparait que son affinité pour les ERs est de 1000 a
10000 fois inférieure en comparaison de |'estradiol ou du DES (Vandenberg et al. 2009).
D’autre part le BPA aurait la capacité d’induire les récepteurs aux estrogeénes a travers des
voies non génomiques impliquant des ERs membranaires couplés aux protéines G (Bouskine
et al. 2009).

Selon les travaux en fonction de la voie d’administration (gavage ou injections), de la
dose administrée, mais également en fonction de la période d’exposition (foetale, néonatale
ou adulte), les données concernant un éventuel impact du BPA de la spermatogenése sont
controversées. En effet, certains auteurs ont rapporté des effets déléteres sur le testicule via
des altérations au niveau des cellules de Sertoli et des cellules germinales (Li et al. 2009,
Salian et al. 2009b), tandis que d’autres auteurs ont soit démontré des effets transitoires soit
I’'absence d’altérations du testicule et de la spermatogenese (Nagao et al. 1999, Williams et
al. 2001, Toyama & Yuasa 2004, Kato et al. 2006).

Finalement, des données récentes alimentent de nouveau la controverse suggérant
également que le BPA ne devrait plus étre considéré comme un PE de type estrogeno-
mimétique, étant donné que peu de travaux parviennent a reproduire in vivo des effets
comparables aux molécules ayant une activité estrogénique bien caractérisée (ex. ethinyl

estradiol) (Sharpe 2010b).

2.1.3 Lavinclozoline — PE antiandrogénique

La vinclozoline est un fongicide tres largement utilisé dans les cultures viticoles, de
fruits et légumes, de céréales ou pour les plantes ornementales.

La vinclozoline agit au niveau du systeme hormonal via deux de ses métabolites (M1
et M2), qui ont été démontrés comme agissant en tant qu’antagonistes du récepteur des
androgeénes (AR) (Nellemann et al. 2003). L’affinité du métabolite M2 pour AR est 50 fois
supérieure au M1, et a titre de comparaison deux fois moins par rapport a I'antiandrogene
hydroxyflutamide (Kavlock & Cummings 2005). La vinclozoline peut ainsi inhiber la
transactivation du récepteur des androgénes, faciliter la dégradation des androgénes
(conversion en estrogenes des androgénes non liés a I’AR) et inhiber I'expression de génes
androgénodépendants. Au regard de son mode d’action, I'exposition a la vinclozoline

pourrait vraisemblablement causer des anomalies chez ’lhomme, mais actuellement aucune
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étude épidémiologique fiable n’a encore établi un lien avec la pathologie humaine. La
majeure partie des informations proviennent donc des modeles expérimentaux animaux.
L'administration de vinclozoline chez I'animal a différentes doses, par différentes
voies (injections, gavages), et a différentes périodes (foetale, néonatale, puberté, adulte)
engendre diverses anomalies de l'appareil reproducteur comme: la diminution de la
distance anogénitale, la rétention des mamelons, des hypospadias, des cryptorchidies, et
une diminution de poids de la prostate ventrale, des vésicules séminales, des épididymes et
une réduction du nombre de spermatozoides (Gray et al. 1999, Yu et al. 2004). Cependant,
d’apres I'étude de Wolf et al. (2000), il ressort que la période de sensibilité accrue a la
vinclozoline est la période fcetale dont la période la plus critique se situe aux 16°™ et 17°™
jours post-coitum (Wolf et al. 2000). Des travaux ont ainsi permis de démontrer qu’une
exposition fcetale de rongeurs a la vinclozoline (dés 100 mg/kg*j) altére la différenciation
sexuelle chez le male, qui se traduisent a long terme chez l'individu adulte par des
altérations de la spermatogenéese et au niveau prostatique (atrophie, inflammation et
hyperplasie), sans qu’il y ait pour autant d’altération au niveau des taux plasmatiques de
testostérone (Wolf et al. 2000, Anway et al. 2005, Anway & Skinner 2008, Elzeinova et al.
2008, Cowin et al. 2010). Au niveau du testicule feetal, les auteurs ont mis en évidence une
augmentation d’apoptose des cellules germinales juste aprés I'arrét du traitement (Anway et
al. 2008). Au niveau du testicule adulte, I'exposition fcetale a la vinclozoline induit une
apoptose des cellules germinales ainsi qu’une diminution du nombre et de la mobilité des
spermatozoides (Anway et al. 2005 & 2008, Eustache et al. 2009, Cowin et al. 2010). En
utilisant ce méme type de modeéle expérimental, il a été démontré que les animaux
développent également d’autres pathologie (ex. adénomes et carcinomes mammaires,

anomalies des tubules rénaux) (Anway et al. 2006).

2.1.4 Les phthalates — PEs antiandrogéniques

Les phthalates (esters d’acide phthalique) sont des composés chimiques tres utilisés
dans l'industrie en tant qu’agents plastifiants notamment au niveau du PVC (emballages
alimentaires, adhésifs, matériaux de constructions, peintures etc..) ou encore comme
solvants (colorants, insecticides etc...). Etant donné que les phthalates ne sont pas liés de
facon covalente a la matrice dans laquelle ils sont ajoutés, ils peuvent donc progressivement

étre libérés avec le temps. Ainsi, ’'homme est continuellement exposé aux phthalates via la
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voie orale, cutanée et par inhalations. Les phthalates les plus largement utilisés sont le di(2-
ethylhexyl) phthalate (DEHP) et le dibutyl phthalate (DBP), qui sont métabolisés dans
I'organisme en mono-(2-ethylhexyl) phthalate (MEHP) et mono-butyl phthalate (MBP)
respectivement (Habert et al. 2009). Il existe d’autres phthalates comme le benzyl butyl
phthalate (BBP) et le di-isononyl phthalate. Chez ’lhomme, les données ne permettent pas
de conclure sur un lien éventuel entre I'exposition aux phthalates et la qualité spermatique
(Hauser & Sokol 2008). Ainsi des études ont pu corréler la concentration urinaire en
phthalates chez la meére et la diminution de distance anogénitale chez les fils caractéristique
d’un effet antiandrogénique (Marsee et al. 2006), ou encore la concentration urinaire en
certains phthalates chez des hommes et une réduction de la qualité spermatique ou de leur
fertilité (Hauser et al. 2006, Wirth et al. 2008). Tandis que d’autres travaux ne parviennent
pas a identifier une relation entre I'exposition aux phthalates et la qualité spermatique
(Jonsson et al. 2005).

Les phthalates DEHP, DBP et BBP sont majoritairement connus pour affecter la
biosynthese des androgénes (Toppari 2008). Ainsi, dans les études in vivo chez le rongeur, le
DEHP induit des altérations de I'appareil reproducteur male majoritairement par une action
antiandrogénique dont les mécanismes ne sont pas encore bien décryptés. D’apres, Parks et
al. (2000), le DEHP n’interagirait pas avec le AR (Parks et al. 2000), mais des approches in
vitro utilisant des geénes rapporteur luciférase ont récemment permis de montrer que le
DBP, le MBP et le DEHP possedent tout de méme une activité antiandrogénique via leur
liaison au niveau du récepteur des androgénes en présence de testostérone (activité
antiandrogénique MBP >DBP > DEHP), une activité androgénique en I'absence de
testostérone (activité androgénique MBP > DEHP > DBP) et une faible activité estrogénique
pour le DBP (Shen et al. 2009).

Ainsi, I'exposition feetale aux différents phthalates (par ex. 500 mg/kg*j de DBP)
induit diverses anomalies de la différenciation des organes androgénodépendants et des
malformations au niveau de I'appareil reproducteur male (Foster 2006). Chez les animaux
adultes, il est observé I'ensemble des caractéristiques du syndrome dysgénésie testiculaire
(excepté le cancer testiculaire) avec : des anomalies au niveau de la maturation de cellules
de Leydig, de production de testostérone chez le feetus et I'adulte, des altérations de la
prolifération et de la fonction des cellules de Sertoli et, des altérations de la spermatogenese

associées a l'infertilité (Howdeshell et al. 2008, Habert et al. 2009).
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2.1.5 Les polychlorobiphényles (PCBs) — PE antiandrogéniques

Les PCBs ont largement été utilisés depuis les années 30 jusqu’a leur interdiction
dans les années 70, comme fluides isolant dans les composants électriques
(transformateurs, condensateurs), comme fluides hydrauligues, comme produits
d’imprégnation du bois et du papier, ou encore comme plastifiants (peintures, laques). Du
fait de leur utilisation large, de leur trés grande stabilité et de leur nature lipophile
(possibilité d’accumulation dans les graisses), ils sont des polluants persistants trés
redoutables en terme de toxicité induite sur du long terme. Chez 'lhomme, la source
d’exposition premiere est I'alimentation. Méme si le lien entre exposition aux PCBs et les
altérations de la fertilité ne sont pas clairement établis, différentes études épidémiologiques
réalisées chez I'homme ont établi une association entre [I'exposition aux PCBs
environnementaux et une diminution de la qualité spermatique en particulier au niveau de
la motilité (pour revue Hauser & Sokol 2008).

D’une maniere générale, il a été montré dans différentes études que les PCBs avaient
la capacité d’altérer la synthese d’androgenes en dérégulant I'expression de certains génes
codant les enzymes stéroidogéniques (Murugesan et al. 2008). Les PCBs peuvent affecter le
tractus génital male par des mécanismes impliquant I’Aryl-hydrocarbon Receptor (AhR) en
perturbant la synthése des estrogénes. Ainsi, il a été rapporté que le PCB 126 stimule
I’expression de I'aromatase (CYP19) via le AhR (Li 2007).

Un certain nombre des travaux publiés ont étudié I'impact a long terme des PCBs sur
le testicule et la spermatogenése par des approches d’exposition foetale de rongeurs a ces
molécules. Par exemple, I'exposition foetale au PCB 126 (13-19 jpc; 7,5 pug/kg*j) ou au PCB
132 (dose unique a 15 jpc, 1 ou 10 mg/kg) induisent, chez I'animal adulte, des altérations de
la production de sperme notamment via lI'induction d’apoptose des cellules germinales
(Wakui et al. 2007, Hsu et al. 2007). Les PCBs peuvent également altérer in vitro la viabilité
et la fonction des cellules de Sertoli (Krishnamoorthy et al. 2005). Par ailleurs, I'exposition
prénatale (7-21 jpc) a certains PCBs (PCB 126 a 3 pg/kg*j ou PCB 169 a 30ug/kg*j) a des

effets sur la spermatogenése via I'altération de la stéroidogenése (Yamamoto, 2005).

2.1.6 Le méthoxychlore — PE estrogénomimétique et/ou antiandrogénique
Le méthoxychlore est un insecticide organochloré utilisé pour éliminer les parasites

du bétail et pour lutter contre les nuisibles des plantes ornementales, fruits et légumes. Un
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certain nombre de travaux ont rapporté que I'exposition au méthoxychlore peut induire des
anomalies de la différenciation sexuelle, de la formation des gonades et de la reproduction
chez le male et la femelle.

Il existe plusieurs types de métabolites issus du méthoxychlore qui auront soit une
activité agoniste du récepteur ERa, soit une activité antagoniste de ERP ou encore une
activité antiandrogénique (Skinner & Anway 2005). Le métabolite le plus actif est le 2,2-bis
(p-hydroxyphenyl)-1,1,1-trichloroethane (HPTE) qui comme le methoxychlore possede une
activité estrogénique faible.

Une exposition au méthoxychlore durant la période feetale uniquement (par ex. des
50 ou 150 mg/kg*j) ou associée a une exposition postnatale induit un phénotype
d’infertilité chez le rat adulte caractérisé par une augmentation de I'apoptose des cellules
germinales, une diminution du nombre et de la mobilité des spermatozoides (Johnson et al.
2002, Cupp et al. 2003, Anway et al. 2005). Par des approches in vitro, certains travaux ont
démontré que le méthoxychlore pouvait induire des altérations de production de
testostérone par les cellules de Leydig ainsi que des perturbations dans la formation des

cordons testiculaires (Cupp & Skinner 2001, Murono et al. 2006).
2.2  Perturbateurs endocriniens d’origine naturelle

2.2.1 Génistéine — PE estrogénomimétique

OH
H,C
OH O
OH

17 p—Estradiol Genistein
(endogenous estrogen)

Figure 52. Structure de la génistéine comparée au 178-estradiol

La génistéine est un phytoestrogene de type isoflavone qui a la capacité d’interagir
avec le récepteur des estrogenes et de multiples autres cibles moléculaires. L’exposition
humaine se fait notamment par la consommation de soja, de produits infantiles ou de

compléments alimentaires dérivés du soja. Jusqu’a présent les études menées chez ’lhomme
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ont plutdt porté sur effet protecteur des phytoestrogenes sur le développement de cancers
comme le cancer du sein.

La génistéine agit comme un estrogene non stéroidien avec une activité estrogénique
faible en se liant directement au niveau des récepteurs aux estrogénes (figure 52).
L'utilisation de souris transgéniques (géne luciférase couplé a des éléments de réponse aux
estrogenes) a permis de montrer que la génistéine, administrée par voie orale ou par le lait
maternel, pouvait entrainer au niveau testiculaire I'activation transcriptionnelle médiée par
les ERs (Montani et al. 2008, 2009).

Des approches in vitro sur des spermatozoides humains et murins ont permis de
mettre en évidence un effet positif de la génistéine qui stimulerait de maniére inapropriée la
capacitation et la réaction acrosomique (Fraser et al. 2006). Différentes études in vivo
impliquant I’exposition feetale, durant la lactation ou encore chez I’'adulte ont été réalisées,
mais les résultats a ce jour restent encore équivoques. En effet, quelques études ont montré
que I'exposition de rongeur males a de forte doses de génistéine ou a une alimentation riche
en soja durant la vie périnatale entraine différentes anomalies : réduction de la distance
anogénitale, diminution des taux de testostérone, diminution du poids des testicules
associée a des altérations de la spermatogenese et de la prostate ainsi qu’une
démasculinisation (Delclos et al. 2001, Wisniewski et al. 2003). A l'inverse certaines études
ne montrent pas d’effet de la génistéine administrée in utero sur la distance anogénitale ni
sur les poids des organes hormonodépendants chez le rat male (Masutomi 2003, Fagi et al.
2004). Finalement chez des rats adultes, |'utilisation de régime riche en phytoestrogénes
induit des altérations de la spermatogenése caractérisée par I'apoptose des spermatocytes
et spermatides rondes, et ceci, sans changement de taux des gonadotrophines plasmatiques

et de testostérone testiculaire (Assinder et al. 2006).

2.2.2 Zéaralénone (ZEA) — PE estrogénomimétique

La zéaralénone (ZEA) est une mycotoxine produite par les moisissures de type
Fusarium (ex. F. graminearum, F. culmorum) qui contaminent les céréales stockées dans des
conditions trop humides (ex. sillots a grains). La zéaralénone et un de ses métabolites a-
zéaralénol est trés souvent retrouvée dans différents types de céréales (mais, orge, blé,
avoine, sésame) qui constituent la matiere premiere dans divers produits alimentaires pour

I’'homme et les animaux (Zinedine et al. 2007). Des travaux ont rapporté que |’exposition a la
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ZEA peut engendrer une diminution de la survie embryonnaire, de la taille des portées a la
naissance, des anomalies du tractus génital chez le male ou la femelle aussi bien chez des

animaux de laboratoire que domestiques (Zinedine et al. 2007).
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Figure 53. Structure de la zéaralénone et ses dérivés comparée a I'estradiol (E2)

Il apparait que la zéaralénone et ses métabolites a-zéaralénol (a-ZOL), B-zéaralénol
(B-ZOL), zearalanone (ZAL), a-zéaralanol (a-ZAL), B-zéaralanol (B-ZAL), peuvent agir en tant
que PEs estrogéno-mimétiques non stéroidiens au niveau des récepteurs aux estrogenes
(figure 53). Ainsi, Kuiper et al. ont identifié pour la ZEA, une action agoniste de ERa et une
action mixte agoniste-antagoniste au niveau de ERB (Kuiper et al. 1998). Par ailleurs, d’aprés
des approches in vitro couplées une analyse transcriptomique focalisée sur les genes
estrogénodépendants, I'action estrogénique de la ZEA et de ses métabolites a faible doses
serait globalement assez proche de I'action de I'estradiol (Parveen et al. 2009). D’aprés ce
méme travail, I'effet estrogénique de la ZEA et ses dérivés a pu étre classé en allant du
composé le plus estrogénique au moins estrogénique comme suit : a-ZOL = a-ZAL > ZAL >
ZEA = B-ZAL > B-ZOL.

L’exposition de rongeurs ou d’autres animaux de laboratoire a la ZEA entraine la
plupart du temps des effets divers de type estrogénique comme la diminution de fertilité,
des augmentations de l|étalité embryonnaire, la diminution de taille des portées, des
modifications des taux d’hormones sériques (progéstérone, estradiol)(Ruzsas et al. 1979,
Zinedine et al. 2007). Plus spécifiquement au niveau de l'appareil reproducteur male,

I'injection postnatale de ZEA (5-15 jpn, 4 et 40 pg/j) induit des effets testiculaires
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comparables a I'estradiol comme : la diminution de poids du testicule, du diameétre et de la
longueur des tubes séminiferes, une chute du nombre de cellules de Sertoli et de
spermatogonies (Filipiak et al. 2009). Par ailleurs, des travaux chez le rongeur adulte,
montrent que l'injection de ZEA ou a-ZOL induit de I'apoptose au niveau des cellules
germinales (principalement spermatogonies et spermatocytes) qui se traduit par une
diminution du poids testiculaire et une diminution de la production de sperme (Kim et al.
2003, Yang et al. 2007). In vitro, la ZEA et le a-ZOL inhibent la steroidogeneése au niveau de la
cellule de Leydig via une répression de la transcription des génes 33-HSD, P450scc et StAR

(Yang, Zhang, et al. 2007).

2.3 Composés modeéles de PEs et leur action sur I'appareil reproducteur
mdle

2.3.1 Modéles d’exposition aux estrogénes

Afin de mieux comprendre le rbéle et les mécanismes potentiels impliqués dans la
perturbation par les xénoestrogenes du développement et de la maturation du tractus
génital male, beaucoup de travaux ont consisté en I'administration (injection ou gavage) de
rongeurs (rats et souris) par des composés pharmacologiques a activité estrogénique pure.
Parmi ces composés analogues d’estrogénes on retrouve trés souvent |'estradiol (178-
estradiol) ou des composés dérivés de I'estradiol comme I'estradiol benzoate (EB) ou encore
I’ethinyl estradiol (EE) (figure 54). L’exposition a de tels composés vise a reproduire les
perturbations du signal estrogénique, généralement des activations inappropriées, induites
par la liaison des xénoestrogenes au niveau des récepteurs hormonaux et ceci a différentes
périodes critiques du développement.

Ces estrogenes de synthese ont la capacité de lier les récepteurs aux estrogénes ERa
et B (voie génomique), ou encore a des récepteurs aux estrogénes membranaires (voie non
génomique) ou d’autres facteurs de signalisation non-ER pour activer au niveau nucléaire la
transcription de génes cibles des estrogenes possédant des Estrogen Responsive Elements

(ERE) (figure 55).
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Figure 54. Structures de I'estradiol (178-estradiol) et des ses analogues synthétiques
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Figure 55. Représentation simplifiée des voies d’action génomique et non génomique des estrogénes et

composés estrogéno-mimétiques
(d’aprés Deroo & Korach 2006) Les estrogénes ou composés a activité estrogéno-mimétique peuvent : (i) agir
selon une voie classique génomique en se liant aux ERs et ainsi activer la transcription des génes possédant des
ERE au niveau du noyau via le recrutement de cofacteurs régulateurs (CoRegs) comme des coactivateurs, (ii)
agir selon une voie non-génomique rapide via des ERs situés dans ou prés de la membrane plasmique grdce a
des facteurs adaptateurs (ex. récepteur couplé aux proétines G comme GPR30), cette voie active rapidement les
mécanismes de signalisation intracellulaires (ex. kinases) pour moduler la transcription des génes cibles, (iii)
agir via des Estrogens Binding Proteins différentes des ERs qui activent également la signalisation
intracellulaire.
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L’exposition aux estrogeénes purs a globalement des effets néfastes sur la maturation
du tractus génital male, sur le testicule et la spermatogenese. Le tableau 9 résume de
maniére non exhaustive des données représentatives de I'effet des perturbations
estrogéniques sur le tractus génital male et le testicule. De maniere simplifiée, I'exposition
pendant la vie foetale engendre des perturbations tres marquées du développement sexuel
avec notamment l'induction de non-descente testiculaire (cryptorchidies) (Nef et al. 2000).
L’exposition néonatale aux estrogenes a également fait I'objet de nombreux travaux (tableau
8). Ainsi, I'administration néonatale de composés estrogéniques peut induire une diminution
de la production de testostérone et des gonadotrophines (Atnassova et al. 1999, Tena-
Sempere et al. 2000, Putz et al. 2001), des altérations du développement testiculaire et du
reste de I'appareil reproducteur male (tableau 8) (Kincl et al. 1963, Nagao et al. 1999, Putz et
al. 2001). Cette méme fenétre d’exposition peut entrainer des effets testiculaires
irréversibles a long terme chez les animaux matures comme: (1) des altérations de la
maturation et du nombre des cellules germinales, (2) des anomalies au niveau des cellules
