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Résume de la these

Un certain nombre d’études épidémiologiques font état d’une augmentation de I’infertilité
masculine durant ces cinquante dernieres années, en particulier dans les pays industrialisés,
mais aussi d’une augmentation des malformations de 1’appareil reproducteur masculin telles
que la cryptorchidie (absence de migration des testicules dans les bourses) ou 1’hypospadias
(malformation du peénis), et des cancers testiculaires. Des données expérimentales suggerent
que ces anomalies du tractus génital méle sont liees. Ces symptémes forment le syndrome de
dysgénésie testiculaire. Les causes d’apparition ce syndrome semblent étre d’origine
environnementale. En effet, les évolutions relativement rapides de ce syndrome suggérent des
facteurs dynamiques, en lien avec le mode de vie ou I’environnement. Une des hypothéses est
que, l’exposition durant la vie feetale ou néonatale a des composés présents dans
I’environnement capables d’interférer avec le systéme hormonal (perturbateurs endocriniens
environnementaux, PEES), serait responsable de 1’augmentation de I’incidence de ces
pathologies. Au banc des principaux accusés, les molécules qui possédent des activités de
type estrogénique ou antiandrogénique.

A ce jour, les mécanismes d’action a I’origine du syndrome de dysgénésie testiculaire sont
encore mal connus. Certaines études suggeérent des mécanismes de type épigenétique dans les
effets a long terme des PEEs.

L’objectif de notre travail était d’identifier et caractériser les mécanismes d’action de type
épigenétique impliqué dans D’infertilit¢ male. Pour cela, nous avons utilis¢ un modele
expérimental (rats nouveau-nés) reposant sur une exposition développementale a un estrogéne
(estradiol benzoate). Ce modéle induit chez le rat adulte un phénotype d’hypospermatogenése
liée a une a apoptose chronique des cellules germinales testiculaires. Nous montrons que ce
phénotype est li¢ a I’altération de deux voies, impliquant en amont des effecteurs
épigénétiques. La premiére voie implique la famille des miR-29s. Ainsi, nous observons une
augmentation de I’expression des miR-29a, b, ¢ qui provoque une diminution de deux de ses
cibles: la protéine antiapoptotique MCL-1 et les enzymes de méthylation de I’ADN DNMTs.
La chute des DNMTSs entraine une hypométhylation globale (estimée a travers le gene Line-1)
et spécifique du facteur de choc thermique HSF1. Ceci provoque une réexpression de facteurs
entrainant 1’apoptose des cellules germinales adultes. La deuxieéme voie implique le miR-18a.

L’augmentation de son expression provoque une chute de 1’expression de sa cible, HSF2 qui
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régule la protéine de choc thermique HSP70/HSPA2. Le faible taux d’HSPA2 est une autre
explication de I’apoptose des cellules germinales dans notre modéle.

Nous montrons aussi que ce phénotype est irréversible lorsque 1’exposition a lieu chez le
nouveau-né alors qu’il est réversible quand 1’exposition a lieu a 1’age adulte. Ces données
suggérent que I’exposition néonatale a I’estradiol benzoate induit une programmation
développementale de I’hypospermatogenése.

Enfin, les anomalies tissulaires d’expression des miRNAs se retrouvent au niveau sanguin,
suggeérant leur utilisation potentielle comme biomarqueurs. Nous avons validé cet aspect chez
I’homme en montrant que I’expression des miR29s et du miR-18a était plus élevée chez les
patients oligo- ou azoospermiques que les chez patients normospermiques.

En conclusion, nos résultats indiquent que I’hypospermatogenése due a une apoptose
chronique des cellules germinales observée chez 1’animal adulte apres exposition néonatale a
I’EB met en jeu une modification d’expression de plusieurs effecteurs épigénétiques clés:
miR-29s, miR-18a et DNMTs. De plus, les miR-29s et miR-18a pourraient étre de nouveaux
biomarqueurs circulants non invasifs de la stérilité masculine dans le contexte d’une oligo ou

azoospermie chez I'nomme.
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Avant-propos

Une des avancées majeures dans les concepts de la médecine humaine, ces vingt derniéres
années, est I’hypothése de I’origine feetale (programmation feetale) des pathologies chroniques
de I’age adulte, hypothése qui remet en cause la vision traditionnelle de la pathogenése de ces
maladies. Ce concept original proposeé par DJ Barker (1989) suggére que des evenements
survenant pendant la vie périnatale, essentiellement d’ordre nutritionnel ou métabolique, sont
mémorisés par I’organisme en développement. Si ces événements sont inappropriés a la
situation de 1’organisme en développement, il pourra en résulter 1’apparition d’une pathologie
a ’age adulte. En effet, les études épidémiologiques ont établi un lieu entre le poids de
naissance et les pathologies cardiovasculaires. De méme, des liens ont été établis entre des
événements périnataux et 1’augmentation du risque d’hypertension, de dyslipémie et diabéte
de type Il. Dans le contexte du tractus génital, un exemple bien connu de programmation
foetale est I’exposition a la molécule estrogéno-mimétique Distilbéne® pendant la grossesse
qui augmente le risque de cancer dans la descendance féminine et masculine.

Pour les pathologies du tractus génital male, il a été observé ces 50 derniéres années une
détérioration de la qualité et de la production de sperme, une augmentation des malformations
de I’appareil reproducteur (hypospadias, cryptorchidies) et du taux de cancers testiculaires.
Ces pathologies seraient liées et constitueraient le syndrome de dysgénésie testiculaire (SDT).
Il a été proposé que le SDT, dans le contexte du concept de Barker, soit lié a une
programmation feetale. Plus précisément, ce syndrome résulterait d’une exposition durant la
vie feetale/néonatale a des composés présents dans I’environnement qui affectent le systéme
hormonal: les perturbateurs endocriniens environnementaux (PEES). Ainsi, les PEEs de type
estrogénique ou anti-androgénique induiraient des altérations développementales conduisant a
la programmation a long terme des pathologies du tractus génital male (SDT).

Les modéles expérimentaux animaux ont établi que 1’exposition feetale ou néonatale aux
PEEs ayant une activité estrogénique ou anti-androgénique, conduisent aux symptémes du
SDT (hypospermatogenese / infertilité, malformation de tractus génital). Des mécanismes
épigenétiques pourraient rendre compte de la programmation de ces pathologies. Il est
proposé que les expositions aux PEEs pendant les périodes intra-utérine et/ou néonatale
puissent provoquer des changements transmissibles et cellule-spécifique de 1’état de
méthylation du promoteur de certains génes de spermatogenése. Toutefois, les arguments et

évidences scientifiques manquaient.
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Les objectifs de mon travail ont été de mettre en évidence le lien entre effecteurs
épigénétiques (microARNSs), et 1’apoptose des cellules germinales testiculaires dans le
contexte pathologique de la programmation développementale de I’hypospermatogenése apres
une exposition néonatale a un composé estrogéno-mimeétique. Pour cela, nous avons étudié la
famille des miR-29s et le miR-18a. Nous avons aussi caractérisé les cibles en aval de ces
miRs (protéines de I’apoptose, facteurs de transcription et protéines du choc thermique) afin
de valider ces voies depuis les effecteurs épigénétiques (miR-29s, miR-18a) jusqu’au
phénotype (hypospermatogenése/apoptose des cellules germinales adultes) observé dans notre
modele expérimental. Enfin, 1’objectif était aussi d’essayer d’identifier des biomarqueurs

(miRNA) de I’infertilité chez I’homme.
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1. Tractus génital male

1.1 Anatomie

1.1.1 Généralités

L'appareil reproducteur male (figure 1) est constitué: de deux testicules (ou
gonades males), des voies excrétrices (canaux efferents, épididymes, canaux déférents)
permettant la sécrétion des spermatozoides vers I’extérieur, des glandes annexes (vésicules
séminales, prostate et glandes de Cowper) sécrétrices du liquide qui permet de constituer avec
les spermatozoides le sperme et du tractus uro-génital formé par l'urétre (prostatique, périnéal

et pénien) qui s'ouvre a l'extérieur par le méat urinaire.

épididyme

testicule scrotum

Figure 1. Structure de I’appareil reproducteur masculin chez [’homme.

D’apres (http://bubble5102.free.fr/fiv.htm).

1.1.2 Les testicules

Les testicules sont situés en annexe de la verge, a I’extérieur de la cavité
pelvienne dans une poche entourée d’une peau plissée appelée "scrotum". Ils sont directement
entourés d’un tissu conjonctif solide et protecteur appelé "albuginée". Le fait que les testicules

soient a I’extérieur du corps diminue leur température d’environ 2°C par rapport a la
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température corporelle. Les testicules mesurent en moyenne 3x2x5 centimetres, pour un poids
d’environ 18 grammes. Les testicules sont divisés en plusieurs lobules testiculaires qui
contiennent les tubes séminiferes, lieu de la spermatogenése. Entre les tubes séminiféres se

situe le tissu interstitiel réalisant la fonction endocrine [1]Figure 2.

1 - épididyme. 2 - testicule. 3 -tubes
séminiféres. 4 - lobule testiculaire.

5 - canal de I'épididyme.

6 - canal déférent.

Figure 2. Représentation schématique de la structure interne du testicule.

D’apres (http://embryologie.chez-alice.fr/gametoge.html).

1.2 Histologie et fonctions des testicules

1.2.1 Les tubes séeminiferes

Les tubes séminiféres sont le lieu de la production des gamétes males,
spermatogénese. La paroi de chaque tube est constituée par I'épithélium séminifere, ou sont
associees les cellules somatiques de Sertoli et les cellules de la lignée germinale, reposant sur

une enveloppe péritubulaire ou lamina propria.

1.2.1.1  L’enveloppe péritubulaire

L’enveloppe péritubulaire (lamina propria) est composée d'une lame
basale et de trois ou quatre couches concentriques de cellules péritubulaires séparées par du

matériel fibrillaire et collagene. Les cellules péritubulaires, contractiles, permettent la
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progression du contenu luminal vers les voies excrétrices. Les altérations de cette enveloppe

sont un signe d'accompagnement constant des atteintes de la spermatogenése [2].

1.2.1.2 Les cellules de Sertoli

Ce sont des cellules fixes qui occupent toute la hauteur de I'épithélium
séminifére (70 pm) et envoient des expansions autour des cellules germinales. Les cellules de

Sertoli ont un réle important pour la bonne marche de spermatogénése.

- ROole structural
Par les jonctions étanches qu'elles établissent entre elles vers leur pdle basal
elles constituent une barriéere physique séparant un compartiment basal en rapport avec
I'interstitium contenant les capillaires sanguins et les cellules de Leydig et un compartiment
apical, elles forment ainsi la barriere hémato testiculaire [3]. Du cété basal, les
spermatogonies et les spermatocytes preleptoténes restent en équilibre avec le compartiment
interstitiel. Du c6té apical, les spermatocytes leptoténes, les spermatides et les spermatozoides
baignent dans un environnement constitué d’éléments synthétisés et transportés par les
cellules de Sertoli. Il en va de méme pour le fluide tubulaire ou plasma séminal primitif dont
la constitution est entierement contrdlée par les cellules de Sertoli.
Le principal effet de la barriére sang-testicule est d'empécher la reconnaissance de sites
antigéniques exprimés sur les éléments de la lignée germinale a partir des stades méiotiques,
par les cellules du systeme immunitaire maintenues en deca du dispositif de jonctions serrées.
Toute rupture importante de cette barriére, traumatique, post infectieuse, post biopsique, est a
I’origine d’un processus d'auto-immunisation pouvant évoluer dans les cas séveres vers une
azoospermie [4].
- ROle dans la progression des cellules germinales
Elles exercent des fonctions mécaniques, par leur cytosquelette associé a des
protéines contractiles, elles permettent aux cellules germinales de migrer au fur et a mesure de
leur maturation, en direction de la lumiére du tube séminifére.
- Role trophique
Elles exercent aussi des fonctions trophiques en assurant la maturation de la
lignée germinale. Elle assure une fonction paracrines a I'égard des cellules germinales et elles

sont responsables de la production du plasma séminal primitif [2, 5].
- Roles sécrétoires

Les cellules de Sertoli ont une activité de sécrétion importante notamment pour
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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: 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) [5, 6]. L'une des premieres protéines a avoir éeté
identifiée est I'Androgen Binding Protein (ABP) permettant le transport de la testostérone
depuis la partie basale vers les cellules germinales chez les rongeurs [7]. Parmi les protéines
synthétisées par les cellules de Sertoli, nécessaires au contrdle de la prolifération, la

différenciation et au métabolisme des cellules germinales:

- L'inhibine et Pactivine sont des glycoprotéines hétérodimeres (figure 3).
L’inhibine est constituée de deux sousunités o et B reliées par deux ponts disulfures.
L'activine est un homodimeére de 2 sous-unités B. Il existe une grande homologie de structure
entre ces deux glycoprotéines et les facteurs de croissance de la famille du TGFp, impliqués
dans la régulation de la prolifération et différenciation cellulaire. Dans le testicule, I'inhibine
et I'activine sont principalement produites par les cellules de Sertoli. La sécrétion d'inhibine
par la cellule de Sertoli est directement influencée par la FSH qui stimule la production de la
sous-unité o sans modifier celle de la sous-unité B [8]. A coté de leur action hormonale sur la
sécrétion des gonadotrophines hypophysaires, l'inhibine et l'activine sont des facteurs
paracrines, intervenant au cours du développement embryonnaire du testicule et dans la
régulation des fonctions testiculaires [9]. Elles sont respectivement responsables de

I’activation et I’inhibition de la stéroidogénese.

Inhibteurs de FSH

r
« ——
==
14K 14 K
Inhibine A Inhibinz B
L
o subunit ira\.urseur
A subuntt pra:u'seurI —v— [iB subunit precurssuri

14 K 14 K

Forme
maturs 32 k

—
—

A 5 K
Y === pA (!
pa ﬁ pB lﬁ nalﬁ

Homo-activine A Activine Homo-actwine B
L i

Stimulateurs de FSH

Figure 3. Structure dimérique des inhibines et activines. D aprés [8]. Les formes matures des sous-

unités o, PA et BB sont produites a partir de précurseurs qui peuvent étre présents dans le sang. Sont
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actuellement disponibles les dosages spécifiques de l'inhibine A, de [’inhibine B, de la pro-alpha-C et de

l’activine A.

- L'AMH ou mullerian inhibiting substance (MIS) est une glycoprotéine, dont
la structure la rattache a la famille des facteurs de croissance, en particulier du TGFp. L’AMH
est un dimere stabilisé par des ponts disulfures. Elle est produite par les cellules de Sertoli
immatures chez le foetus male sous contr6le du gene SRY. Elle est maximale a la huitiéme
semaine [10], progressivement décroissante pendant la gestation, chez I'enfant et a la puberté,
avec une variation inversement proportinnelle entre testostérone et AMH. Elle est responsable
de la régression des canaux de Miller et serait un facteur de régulation paracrine de la
prolifération des cellules de Leydig. Une anomalie du géne de I'AMH ou de son récepteur
peut a l'origine du syndrome de persistance des canaux de Miiller ou syndrome de « I'hnomme

a utérus » [9].

1.2.1.3 La spermatogénese

Les spermatogonies souches sont, issues des cellules germinales
primordiales (CGP) dérivant, elles-mémes, de 1’épiblaste. Aprés colonisation des crétes
génitales, les CGP seront englobées par les cellules de Sertoli formant ainsi I’ébauche des
cordons séminiferes, délimités par une membrane basale. Les CGP vont alors se différencier
en préspermatogonies encore appelé les gonocytes. Apres la naissance, les gonocytes se
différencient en spermatogonies souches [11]. Entre la puberté et la sénescence, les
spermatogonies souches vont permettre la production de gametes matures haploides, les

spermatozoides.

La spermatogenese 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, génerent des gametes masculins haploides (n chromosomes), les
spermatozoides. Ce processus de maturation des cellules germinales a lieu dans le tube
séminifere. La spermatogenése a une durée fixe pour chacune des espéces mais variable d’une
espece a I’autre (74 jours dans I’espéce humaine, 35 jours chez la souris) [12]. D'un point de
vue fonctionnel, la spermatogenese peut étre scindée en trois phases impliquant des types de

cellules germinales différents (figure 4).
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Figure 4. Les évenements cellulaires au cours des différentes phases de la spermatogenese.
D’aprés [13]. (a) La phase proliférative : elle implique les spermatogonies de type A et B au niveau du
compartiment basal de [’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 préleptoténes qui vont subir la méiose, (b) La phase méiotique : apres avoir franchi les jonction
serrées de la barriere hémato-testiculaire les spermatocytes primaires (type 1) subissent la méiose | (MI) pour
donner des spermatocytes secondaires (type 1) qui subissent la méiose Il (MII) aboutissant a la formation de
spermatides rondes, (c) La phase de spermiogenese : par un processus de maturation elle permet de passer des
spermatides rondes aux spermatides allongées qui libérées dans la lumiere du tube séminifere par le processus

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

- La phase proliférative
C'est la premiére phase de la spermatogenése reposant sur la mitose des
cellules germinales souches : les spermatogonies. La division mitotique des spermatogonies
de type A a lieu de maniere continue et permet le maintien et le renouvellement de
I'épithelium séminifere [2]. Au départ, une spermatogonie indifférenciée et isolée de type As

(single) appartenant au stock de cellules germinales souches se divise de maniere asymétrique
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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). Ces dernieres
subissent plusieurs cycles de divisions mitotiques successifs en passant par différents stades
de spermatogonies A (Apr—Aal— Al—A2—A3—A4) et’aboutit aux spermatogonies In,
intermédiaires, qui se divisent en spermatogonies de type B. Une mitose finale des
spermatogonies de type B permet de donner naissance aux spermatocytes primaires
(spermatocytes 1) dits préleptoténes.

- La phase méiotique

La méiose est ainsi constituée d'une succession de deux divisions cellulaires
consécutives. La premiere division méiotique (méios e 1) ou division réductionnelle comporte
une prophase I longue (se subdivisant en 5 stades : leptotene, zygoténe, pachytene, diploténe
et diacinese), la métaphase I, 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 II) ou division équationnelle ou les chromatides sceurs se répartissent entre

les deux cellules filles pour donner les spermatides rondes (n chromosomes, 1 chromatide)

- La spermiogenese

Au cours de cette phase les spermatides rondes immatures se différencient en
spermatozoides (figure 5). Lors de leur différenciation en spermatozoide, les spermatides
subissent 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, les protamines. L'acrosome se forme
par le rassemblement des vésicules de l'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 piéce intermediaire. Le flagelle se
développe a partir du centriole distal. Des microtubules se développement en arriére de
I'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 spermiogenése, la téte des spermatides fait face au compartiment basal des
tubes séminiferes et la derniére étape consiste en la translocation des spermatozoides de la

partie adluminale du tube séminifere vers la lumiére du tube. Cette phase de libération des
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spermatozoides matures, ou ils se détachent de la cellule de Sertoli dans la lumiere du tube

séminifére, est appelée spermiation.
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¢ l Nucleus
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Figure 5. Schéma de spermiogenese.

D apres (http://www.pathofysiologie.nl/anatomie/het-mannelijk-genitale-stelsel/spermatogenese/)

1.2.2 L’espace interstitiel et sa fonction

1.2.2.1 L’espace interstitiel

Ce compartiment est constitué par les cellules de Leydig situées dans le
tissu conjonctif lache entre les espaces intertubulaires. Sur le plan histologique, les cellules de
leydig apparaissent comme des cellules polyédriques de 10 a 15 pum de diametre groupées
autour des capillaires sanguins et entourées par une lame basale discontinue. La présence dans
le cytoplasme d'un abondant réticulum endoplasmique lisse, de nombreuses mitochondries a
crétes lamellaires ou tubulaires, d'un appareil de Golgi développé et d'inclusions lipidiques
sont caractéristiques d'une activité de stéroidogenése. Elles renferment également des
enclaves pigmentaires et des inclusions protéiques spécifiques (cristalloides de Reinke) [14,
15]. Les fonctions endocrines consistent de la production des hormones stéroides (95 % de la
testostérone plasmatique) est assurée par les cellules de Leydig.
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1.2.2.2 La fonction endocrine des cellules de Leydig

Les cellules de Leydig synthétisent la testostérone et des substances
intermédiaires de testostérone. Ces hormones sont issues d’un précurseur commun, le
cholesterol. Différentes enzymes permettent la transformation du cholestérol en trois

principaux stéroides testiculaires: la testostérone, la dihydrotestostérone et le 17-B-oestradiol
(voir figure 6).
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17a-hydroxyprégnénoione 17a-hydroxyprogestérone
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Les fléches rouges pleines indiquent la voie priférenticlle de la stéroidogenize

dans les cellules de Leydig (Abréviations : cyt P450sce : enzyme de clivage de la chaine latérale du cholestérol ; JQHSD : 3P-hydroxyitéroi-
de déshydrogénare/AS-A isomérase). La fléche blewe discontinue indigue les réactions catalysées par la IBHSD et sépare schématiquement
la vole AS & gauche de la vole Ad i droite (17BHSD : 17B-Hydroxystéroide déshydrogénase) La fliche rouge discontinwe indique les réoce
flons catalyrées par cetle enzyme.

Figure 6. Biosynthese des stéroides sexuels chez [’homme. D aprés
(http://www.urofrance.org/science-et-recherche/base-bibliographique/article/html/physiologie-des-androgenes-

chez-lhomme-adulte.html).

29



La testostérone est le principal androgene circulant. La sécrétion globale de la testostérone est
de 5 a 7,5 mg / 24h chez I’homme adulte normal. Quand a la dihydrotestostérone, c’est
I'androgéne actif au niveau des tissus périphériques (prostate, épididyme, vésicule séminale)
grace a la présence de I’enzyme 5-a réductase dans ces tissus. Elle résulte de la réduction de
la testostérone par la 5-a réductase. La DHT produite au sein du testicule intervient dans la
régulation de la spermatogenese mais la quantité libérée dans la circulation est négligeable au
regard de la production par les tissus périphériques. Le 17-B- estradiol sécrété par le testicule
mais ne represente que 20 % du 17-B- estradiol circulant (le reste provenant de la conversion

périphérique de la testostérone).

Les androgenes ont pour principales fonctions la différenciation sexuelle masculine, le
développement des organes génitaux internes et externes (action conjointe de I'AMH), le
développement et le maintien des caractéres sexuels secondaires. La testostérone agit
directement pour la différenciation des canaux de wolff, le développement et le maintien des
caractéres sexuels secondaires. Mais la testostérone doit étre métabolisee en DHT pour
induire la virilisation du sinus urogénital et des organes génitaux externes, le développement
de la prostate et du follicule pilosébacé a la puberté. La testostérone a, par ailleurs, une action
anabolisante au niveau de tous les tissus, en particulier musculaire et osseux, et intervient
dans le dimorphisme sexuel cérébral et la physiologie du comportement sexuel.
En association avec la FSH, la testostérone est essentielle pour l'initiation et le maintien de la
spermatogenese. Elle agit sur les cellules de Sertoli, et sur les cellules péritubulaires, via des

récepteurs spécifiques, stimulant indirectement la spermiogénese par une voie paracrine.

De études récentes on constaté que la modification du ratio testostérone/oestradiol peut étre
responsable de développement d’une gynécomastie, voir méme une infertilité.
Les cellules de Leydig produisent aussi de nombreux peptides et facteurs de croissance qui

participent & la régulation paracrine des fonctions testiculaires [16] (tableaul).
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Facteur Site de Mise en Régulation Cellules de Leydig
production | évidence w Effets
Facteur(s) stéroidogéne(s) S Protéine FSH 7 (S) ND / stéroidogenése
Facteur(s) inhibiteur(s) de
la stéroidogendse S Protéine ND \. fonctions différenciées
IGF-1 L.S ARNmM FSH / (S) + / fonctions différenciées
Protéine hCG /(L)
TGFp L.S.P ARNm FSH \ (S) + . fonctions différenciées
Protéine
EGF/TGFa L.S.G P ARNm ? - / stéroidogenése
Protéine . fonctions différenciées
FGF L.S.G, P ARNm FSH / (S) + N\ fonctions différenciées
Protéine
NGF G ARNmM ? ? ?
Protéine
POGF L Protéine / hCG (L) + \ fonctions différencid¢es
Inhibine/Activine LS ARNmM FSH / (S) + |Inhibine / stéroidogenése]
Protéine hCG 7 (L) Activine \ stéroidogenése
Interleukine 1 L.S.M ARNmM LPS / (S) + N\ fonctions différenciées
Protéine hCG et LPS / (L)
Interleukine 2 M. G ARNmM ?
Protéine
TNF-a G ARNmM ? ND Stimulant: rat
Inhibiteur: porc, souris
Interleukine 6 LS ARNmM FSH, IL 1, LPS / (S)
Protéine hCG et LPS / (L)
GHRH LG ARNmM hCG / (L) ND Stimulant ou sans effet
Protéine
CRF L ARNm hCG / (L) + \ stéroidogenése
Protéine stimulée par LH
AP LS ARNm - + |Effet aigu / stéroidogendsel
Protéine \ fonctions différenciées
Al L Protéine + Inhibition
Endothéline S ARNm FSH \ (S) + / stéroidogenése
Protéine
POMC L ARNm LH /7 (S) ?
Protéine

Tableau 1. Principaux facteurs paracrines intratesticulaires controlant les cellules Leydig.
D’aprés [17]. Abréviations: A-11: angiotensine II; A VP: arginine-vasopressine; CFR: corticotropin-releasing
factor; EGF: epidermal growth factor ; FGF: fibroblast growth factor ; FSH: follicle stimulating hormone; G:
cellules germinales; GHRH: growth hormone releasing factor; hCG: human chorionic gonadotropin; IGF-1 :
insulin-like growth factor 1; L : cellules de Leydig; LH: luteinizing hormone; LPS: lipopolysaccharides; M:
macrophage; ND: non déterminé; NGF: nerve growth factor; P: cellules péritubulaires; PDGF: platelet-derived
growth factor; POMC: proopiomélanocortine; S : cellules de Sertoli; TGFS ou « : transforming growth factor g

or a ; TNF-a: tumor necrosis factor a.
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1.3 Régulation de la spermatogenese

La spermatogenese normale résulte d’un équilibre entre les processus de

prolifération, de différenciation et d’apoptose des cellules germinales.

1.3.1 Régulation hormonale

L’axe  hypothalamo-hypophysaire  est  Dinterrupteur  général de
fonctionnement testiculaire.
Le décapeptide GnRH est produit au niveau hypothalamique, il se fixe sur les récepteurs
membranaires spécifiques des cellules gonadotropes pour stimuler leur production [18]. Au
niveau hypophysaire, les hormones produites sont I'hormone lutéinisante (LH) qui régule
I’activité des cellules de Leydig et stimule la synthése des androgenes, I'hormone folliculo-
stimulante (FSH) qui régule les fonctions setoliennes. La FSH en association avec la
testostérone testiculaire agit sur les cellules de Sertoli pour assurer l'initiation et le maintien de

la spermatogenese (Figure 7et 8).

1. Organes reproducteurs Inhibine
2. Maintien des caractéres
sexuels secondaires

Figure 7. Controle hormonale de spermatogenéese.

D’apres (http://www.vetopsy.fr/endocrinologie/hormones-hypophysaires/FSH-secretion-fonctions-male.php)

Dautres hormones circulantes peuvent participer a la régulation de la spermatogénése. La
prolactine module la production de testostérone, mais le mécanisme de cette action n’est pas
encore bien élucidé. Chez I'homme, I'hyperprolactinémie chronique se traduit par une

inhibition de l'axe hypothalamo-hypophysaire et a une diminution de la sécrétion de
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testostérone. Chez l'adulte, la spermatogenése est entierement dépendante de la présence de
LH / testostérone (qualité), et aussi de la FSH (quantité de spermatozoides). En effet, il existe
une bonne corrélation entre le taux de FSH et le nombre de spermatogonies. Le contrdle
exercé par 1’axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire est modulée par un rétrocontréle assuré
par les hormones testiculaires de nature stéroidienne (testostérone) ou protéique (inhibine).

La régulation de la spermatogenése dépend en premier lieu de I’axe hypothalomo-
hypophysaire, toutefois, elle implique aussi un systéme de régulation locale qui module les
effets du systéme endocrine. Cette régulation locale fait intervenir non seulement les contacts
cellulaires (entre cellules de Leydig et cellules de Sertoli, entre cellules de Sertoli et cellules
germinales, entre cellules germinales elles-mémes) mais aussi des facteurs de régulation ayant

une action de type paracrine ou autocrine.

Sites & effects Gaps in knowledge Sites & effects Gags in know|edge
P » FSH establishes a full complement of cells that
6. A dark % is sustained through to adulthood
¢ ! S'gonia \ .
l \ + FSH act as a proliferative (not survival) factor — Sertoli cells
« T supports differentiation & survival in early B A
+ Gonadotrophins support (?\ A pale postnatal life

* Whether B spermatogonia

survival by regulating the S'gonia are directly regulated by

intrinsic apoptotic pathway, not

proliferation FSH and/or T?
+ FSH supports survival via the intrinsic apoptotic A S'gonia
+ FSH &/or T maintain the . B S'gonia pathway, not proliferation
population + FSH (absence of T) partially restores cell number

+ FSH (low level of T) fully restores cell number @ B S'gonia
‘,‘ ‘ « The specific effect of FSH& T ?
¢ Gonsdtg“ﬂphlﬂ‘s :Wﬂﬂ”Y ‘ PL S'cytes « Proliferation, whether ESH & T + FSH & T support entry into meiosis and -
Supportine popuaton / independent éﬁem survival via the intrinsic & the extrinsic apoptotic PL S'cytes ;\ « Proliferation,
[ pathways, not proliferation S > Whether FSH&T
1 /| independent effect?
+ Gonadotrophins promote

survival via both the intrinsic &
the extrinsic apoptotic pathway,

not proliferation
Leptotene S'oytes
+ FSH supports

spermatogenesis up to
pachytene spermatocytes

* FSH & T promote survival via the intrinsic &
extrinsic apoptotic pathways, not proliferation

+ FSH & T support the completion of meiosis & Late pachytene S'cytes
progression into round s’tids

+ T supports conversion of pachytene @ /‘ l
s'cytes to round s'tids 5
/ Pachytene S'cytes * FSH & T support adhesion of round s'tids to Sertoli cells 7 s T
. 5 T 07, o

+ Gonadotrophins may promote survival « T regulates the p-FAK-c-Src protein complex via the ERK o £
of round s'tids via the intrinsic & the signaling pathway 2
extrinsic apoptotic pathway \ _ . . Secondary S'cytes
« T supports completion of spermiogenesis and survival via
N — . both the intrinsic & the extrinsic apoptotic pathways T,
+ Gonadotrophins support spermiation | QD/J
j , Early round S'tids x j
+ The mechanisms \ / Early round S'tids
\ by which FSH &/or
\ T support + FSH & T support spermiation in + Identification of other
spermiogenesis & by p1-integrin in an ILK- -\ FSH and T regulated
pe-".. . spermiation independent mechanism ‘ adhesion
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Figure 8. Les modes d’action de FSH et la testostérone (T) sur la spermatogenése

humaine (A) et de rat (B) basée sur des conclusions de la littérature (en noir) et les problémes non résolus

(en rouge). D apres [19].
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1.3.2 Larégulation paracrine

Elle est due a des substances (protéines, peptides...), sécrétées par une cellule
ou un groupe de cellules, qui agissent sur des cellules voisines a l'intérieur du testicule.
Ces substances sont responsables d'interactions réciproques entre les cellules de Leydig, les
cellules de Sertoli et cellules germinales [18]. La cellule de Sertoli synthétise un grand

nombre de substances, notamment:

e Lesinhibines et activines
Dans le contexte de la régulation paracrine du testicule, elles ont un role opposé: 1’inhibine est
sécrétée lorsque la production de spermatozoides est élevée. Cette protéine inhibe la synthése
d’ADN et les mitoses des spermatogonies [18] (Figure 9).

En revanche, I’activine favorise les mitoses de spermatogonies.

Spermiation
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Figure 9. Production de I’Activine et de l'inhibine et de leurs récepteurs (ACVR2A et
ACVR2B) au cours du cycle de I'épithélium séminifére du rat. D apres [20].

e L'IGF I joue un r6le important dans la regulation des fonctions endocrine et exocrine
du testicule. La part respective de I'lGF I circulant et de I'lGF | produit in situ par les cellules
de Leydig et Sertoli sous influence de LH et FSH, est difficile a préciser. L'IGF | a une action
mitogéne sur les cellules somatiques et germinales. Il augmente le nombre de récepteurs a LH

et la capacité stéroidogenique de la cellule de Leydig. Il stimule, dans la cellule de Sertoli, la

34



production de lactate et de I'activateur du plasminogene, facteurs importants d'interaction avec

les cellules germinales.

o Le TGFp est produit et agit sur les cellules somatiques en inhibant leurs fonctions
différenciées en réponse aux gonadotrophines. Il diminue I'activité de plusieurs enzymes de la
stéroidogenése et la production de testostérone de la cellule de Leydig ; il inhibe la production
de lactate de la cellule de Sertoli. 1l a des effets opposés a I'lGF I.

e L'EGF et TGFa sont deux peptides proches agissant via le méme récepteur et
pourraient étre des modulateurs de la spermiogenese et des fonctions leydigiennes et
sertoliennes.

e Les IL 1 et 6 sont sécrétées principalement par les cellules de Sertoli ou elles

interviendraient comme régulateurs essentiels des stades précoces de la spermatogenése [21].
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2. Infertilité masculine

2.1 Définition
L’infertilité représente un enjeu médical et scientifique important. En France, un
couple sur sept consulte pour des difficultés a concevoir. Le pourcentage de couples déclarant

une incapacité a concevoir aprés 1 an de tentatives infructueuses est actuellement de 1’ordre

de 15 & 25%, ce qui constitue un probléme de santé non négligeable [22].

2.2 Causes d’infertilité masculine

Les causes d’infertilité masculine peuvent étre séparées en 2 catégories:

2.2.1 Les causes dites « excrétoires » ou « obstructives »

Elles constituent 40% des cas. La production des spermatozoides testiculaires
est conservée mais il existe une anomalie d’excrétion des spermatozoides. Selon 1’étiologie,

elles sont classées en deux groupes:

- L’infertilité obstructive congénitale
Les canaux déférents et/ou vésicules séminales sont absents (agénésie
bilatérale des canaux déférents) due a une anomalie congénitale ou a un défaut de
développement des dérivés Wolffiens, ou a une atrésie secondaire de tout ou partie des canaux

déférents et/ou des vésicules séminales

- L’infertilité obstructive acquise
Des lésions entrainent des obstructions au niveau 1’épididyme et/ou canaux
différentielles (tumeurs testiculaires, séquelles interventionnelles ou inflammatoires, des rares
volumineux kystes prostatiques comprimant les canaux éjaculateurs), troubles de 1’éjaculation

(paraplégie, troubles sexuels, éjaculation rétrograde).

2.2.2 Les causes non obstructives dites « sécrétoires »

Elles constituent 60% des cas. Elles correspondent a une anomalie de

production des spermatozoides par les testicules. On distingue
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2.2.2.1  L’infertilité non obstructive centrale

Elle constitue 1 a 5 % des cas d'infertilité masculine. I1 s’agit un déficit
de stimulation des testicules par les gonadotrophines (FSH, LH) entrainant une hypoandrisme
plus ou moins marqué et une hypotestostéronémie [23], liée a une anomalie constitutionnelle
(syndrome de Kallman-de Morsier) ou acquise (tumeurs hypothalamique hypophysaire,
radiothérapie, atteinte post-chirurgicale de la région sellaire, maladies infiltratives, anorexie

mentale).

2.2.2.2  L’infertilité non obstructive testiculaire

Elle constitue 52 % des cas d'infertilité masculine. Il s’agit d’une

atteinte fonctionnelle du testicule, liée a une anomalie:

e Congénitale
Anomalies génétiques (syndrome de Klinefelter, microdélétions du
chromosome Y (azoospermia factor) et mutations au niveau du récepteur de 1’hormone
folliculo-stimulante [FSH]) [23-25].
e Acquise
Varicocele, cryptorchidie, altération ischémique (séquelle de
traumatisme inguinoscrotaux ou de torsion testiculaire), antécédent d’orchite ourlienne,
exposition a certaines substances toxiques (irradiation, chimiothérapie), 1’exposition a la
chaleur.
e Idiopathique
Les causes de [Iinfertilitt non obstructive testiculaire restent

inexpliquées.

A ce jour, I’étiologie de I’infertilité masculine reste inconnue dans 65 a 75% des cas, posant la
question de I’impact du mode de vie et de I’environnement, en particulier I’exposition a des

perturbateurs endocriniens (voir plus loin).

2.3 Diagnostic

2.3.1 L’anamnese et I’examen clinique

L’anamnése et I’examen clinique permettent de définir les éléments

susceptibles d’altérer la spermatogénése [26, 27] age supérieur a 55 ans, cryptorchidie,
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traumatisme et/ou torsion testiculaire, chirurgie inguinoscrotale, chimiothérapie, obésite,
infections sexuellement transmissibles, tabagisme, alcoolisme, prise de cannabis et autres
toxiques ou médicaments ; les antécédents héréditaires ; la palpation du testicule permet de
constater 1’hypoandrisme ou la dilatation épididymaire ou d’une absence d’un ou des deux

canaux déférents.

2.3.2 Le spermogramme

I permet d’identifier les altérations quantitatives (azoospermie,
cryptozoospermie, oligospermie) et/ou qualitatives (asthénospermie, tératospermie,

nécrospermie) des spermatozoides (

2).
. Valeurs Différentes anomalies observées
Parametres
normales (en dessous des valeurs normales)
Volume >1,5ml Hypospermie

- Oligospermie moderée (1<N<15.10°/ml)

- Oligospermie sevére (0<N<1.10%/ml)

- Cryptozoospermie (présence de spermatozoides
uniquement sur culot de centrifugation)

- Azoospermie (absence de spermatozoides sur culot de
centrifugation), N =0.10%ml

Numération | >15.10%/ml

Mobilité . .
) >32% Asthénospermie
progressive
Vitalité >58% Nécrospermie
Formes . .
>4% Tératospermie
normales

Tableau 2. Valeurs normales du spermogramme selon les normes de [’'OMS 2010.

A) Le volume
L’azoospermie est constatée aprés la réalisation d’au moins deux
spermogrammes avec absence de spermatozoide. Une hypospermie (volume d’¢jaculat
inférieur a 2 mL) est due a un obstacle dans les voies excrétrices et/ou dysfonctionnent des

glandes qui produit le sperme, soit a une faible sécrétion d’androgénes [28].
B) Le PH
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La valeur normale du pH séminal est entre 7,2 et 8. Un pH acide (pH <
7,2) peut évoquer une atteinte des vésicules séminales et/ou des anses épididymo-
déférentielles alors qu’un pH alcalin (pH > 8) peut évoquer une atteinte prostatique [29].
C) La numération
La normospermie est définie par une numération de spermatozides entre
15-200 millions/mL. L’absence totale de spermatozoides dans [1’éjaculat définie
I’azoospermie. L’oligozoospermie est équivalente a une numération inférieure a 15
millions/mL. Alors qu’un taux de spermatozoides supérieur a 200 millions/mL est appelé
polyspermie.
D) La mobilite
La mobilité est un des parametres les plus importants pour
I'appréciation du pouvoir fécondant du sperme [30]. Ces analyses fines du mouvement se font
de facon automatisée (vélocimetre). Un éjaculat normal doit contenir au moins 32% de
spermatozoides avec une mobilité normale. Ainsi, I’asthénospermie est définie par un
pourcentage < 20 a 30% de spermatozoides avec mobilité normale.
E) La vitalité
Dans le sperme normal, on observe plus de 58 % de formes vivantes. La
présence d'une proportion importante de spermatozoides morts dans le sperme éjaculé
(nécrospermie) est le plus souvent idiopathique.
F) La morphologie
Le spermocytogramme évalue la morphologie des spermatozoides
permet de disséquer des anomalies de la téte, de la piéce intermédiaire et du flagelle. Il
est normal lorsque la proportion de spermatozoides présentant des anomalies
morphologiques est inférieure a 4 %. Au dessus de cette valeur le sperme est classé
dans la catégorie des tératozoospermies.
G) L’analyse de certains marqueurs spécifiques
Le fructose pour les vésicules séminales, la L-carnithine ou 1’a-
glucosidase pour 1’épididyme, le zinc, I’acide citrique et/ou les phosphatases acides pour la

prostate.

2.3.3 Bilan hormonal
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Ce dosage a pour but d’évaluer la fonctionnalité des compartiments sertoliens
et leydigiens [31]. Les dosages de FSH et d’inhibine B sérique permettent d’évaluer la
fonction sertolienne, alors que le dosage de testostérone permet d’évaluer la fonction
leydigienne. En cas d’hypotestostéronémie, un dosage de LH et de prolactine est nécessaire

pour définir les étiologies de I’hypogonadisme.

2.3.4 Examens radiologiques

Une échographie permet de mesurer le volume testiculaire (la valeur seuil 16
mL) [32]. Elle permet aussi de mettre une évidence un cancer du testicule, un varicocele, une
absence de canaux déférents ou bien une dilatation de 1’épididyme. L’IRM pelvienne permet
de visualiser les canaux déférents sur I’ensemble de leur trajet pelvien, donc de diagnostiquer

d’éventuelles agénésies sur des portions non accessibles a I’examen clinique [33].

2.3.5 Bilan génétique

Il permet de diagnostiquer les anomalies chromosomiques:
e Le syndrome de Klinefelter (11 % environ) correspond a la présence d’un
chromosome X surnumeraire (formule chromosomique : 47, XXY) [25].
e Les microdélétions de locis AZFa, AZFb du chromosome Y sont responsables des
troubles de la spermatogenése plus séveres (aplasie des cellules germinales: le syndrome des

cellules de Sertoli seules ou arrét de maturation) (voir figure 10) [34].

Pseudoautosomal Pseudoautosomal
region 1 region 2

2Mb Centromere Heterochromatin
,
a7, | Y -
Old Nomenclature { B ===

AZFa AZFb AZFc Size
WAzFa 0.8Mb
I F5/proximal-P1 (AZFb) 6.2 Mb

Current I :::fs::z:} (AZFb/c) ;(7) m

Nomenclature I P /dis :

I AZFc (b2/b4) 35Mb

. gvor 1.6Mb

| b1/b3 1.6Mb

N 203

1.8Mb

Figure 10. Schéma du chromosome Y qui indique la position approximative des

microdélétions de locis AZFa et AZFb. D apres [35]
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e Les mutations du géne cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR) sont associées aux agénesies des canaux déférents [35].

o Les mutations des genes KAL (1, 2, 3, K4 et plus récemment KAL5 pour le
syndrome de Kallmann-de Morsier), génes GPR54 ou du récepteur de la GnRH pour les

déficits gonadotropes isolés.

2.3.6 Biopsie testiculaire

La biopsie testiculaire est realisée a visée thérapeutique chez les patients

présentant une azoospermie. Elle permet aussi d’affiner le diagnostic.

2.3.6.1 Les azoospermies obstructives

L’histologie est généralement normale et la spermatogénese compléte
(Figure 11 A, B). Lorsque I’obstruction est ancienne, un tableau d’hypospermatogenése
s’installe, rendant la distinction entre une azoospermie obstructive et non obstructive difficile

sur la base des seuls résultats histologiques.

Figure 11. Spermatogenése normale chez [’homme. A. Plusieurs tubes séminiféres de diamétre

normal. B. Détail de |’épithélium germinal. Noter la maturation ordonnée des spermatogonies (contre la gaine
péritubulaire), des spermatocytes, des spermatides et des spermatozoides vers le centre de la lumiére.
D’apres [36].

2.3.6.2 Les azoospermies sécrétoires

Différents phénotypes histologiques peuvent étre observés, témoignant

d’une altération de la spermatogenése plus ou moins sévere:
2.3.6.2.1 Hypospermatogenése globale

Elle est définie par une diminution de 1’ensemble des cellules
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germinales (Figure 12 A, B). Dans une section de tube séminifere normal, on observe 17 a 35
spermatides, alors que 1’on ne compte en moyenne que 4 a 6 spermatides dans le cas
d’hypospermatogeneése [37].

Figure 12. Biopsies testiculaires a hypospermatogenése complete. A. Tubes séminiféres présentant

une hypospermatogenese avec une maturation désordonnée des cellules germinales. La lumiere est obstruée par
des cellules germinales immatures. B. la présence de tous les stades germinaux diminués en nombre de cellules

au stade spermatogonie, spermatocyte, spermatide et spermatozoide. D apres [36].

2.3.6.2.2 Syndrome de régression sertolienne (SCOs)
Les SCOs (Sertoli Cell Only) constituent 27 a 68 % des cas de

I’azoospermie non obstructive [38]. On distingue deux formes:

- Forme primitive
Généralement, les SCOs sont des phénotypes purs dans lesquels la totalité des tubes
séminiferes présente des cellules de Sertoli, mais pas de cellule germinale (Figure 13. A, B).

Figure 13. Biopsies testiculaires avec syndrome de régression sertolienne (SCOS). A. Plusieurs

tubes séminiferes de diamétre diminué sans cellule germinale avec des cellules de Sertoli (SCOS). B. Détail de
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deux tubes séminiféres avec des cellules de Sertoli sans cellule germinale. Noter la gaine péritubulaire tres

épaissie. D apres [36].

- Forme acquise dite « mixte »

Avec parfois une spermatogénése résiduelle. Ces SCOs peuvent étre associés a
la présence de microdélétions de certaines régions du chromosome Y, au syndrome de
Klinefelter, & des antécédents de chimio- et/ou radiothérapie et d’orchite. Des études
rapportent un taux d’extraction de spermatozoides chez ces patients SCOs variant de 16 a 33
% [39].

2.3.6.2.3 Blocage de maturation

Ce phénotype constitue moins de 5 % des cas d’azoospermies. Selon
I’histologie, les arréts de maturation (GCAS) peuvent avoir divers aspects: arrét au stade
précoce ou tardif (spermatide ronde) (Figure.14 A, B, C, D). Dans ce dernier cas, I’histologie
de la biopsie semble a premiere vue normale. Mais, I’examen a plus fort grossissement met en
évidence une interruption de la spermatogenése uniformément dans tous les tubes séminiféres.
Il semble que les GCASs précoces au stade préméiotique ont un taux sérique de FSH supérieur
aux GCAs tardifs [40].
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Figure 14. Biopsies testiculaires avec arréts de maturation des cellules germinales au stade

spermatogonie (A, B) et au stade spermatocyte (C, D). A. Le diamétre des tubes séminipares est
diminué, la gaine péritubulaire épaissie et quelques spermatogonies sont observées contre la gaine
peritubulaire. B. Détail d’un tube séminipare montrant des spermatogonies et [’absence de cellules germinales
plus matures. C. Vue d’ensemble d’une biopsie testiculaire avec arrét de maturation. D. Détail de [’épithélium

germinal. La spermatogenése est quantitativement normale mais arrétée au stade spermatocyte. D aprés [36].

L’extraction de spermatozoides dans ce phénotype est faible 14 a 33 % selon les auteurs et les
chances de grossesse sont tres limitées [41], donc il est primordial de comprendre les causes

des arréts de maturation.

Les trois phénotypes cités ultérieurement, ils pourront étre purs (aspect identique dans tous les

tubes seminiferes) ou mixtes (aspect bigarré selon les tubes).

2.3.7 Examens complémentaires

Les analyses complémentaires des azoospermies non obstructives sont longues

et codteuses, elles sont réservees a des cas particuliers. Parmi les approches utilisées:

- Etudes de la méiose
Il a été montré dans 10 % des azoospermies non obstructives que la fréquence
des anomalies de recombinaison est supérieure par rapport aux hommes qui ont une
spermatogenese normale [42]. Le recours a la technique immunocytogénétique permet de
détecter les défauts d’appariements chromosomiques et de recombinaison au stade pachyténe

de la prophase I de la méiose (asynapsis) [43].

- Etude de expression des génes spécifiques
Plusieurs génes spécifiques a certains stades de développement ou de la
maturation des cellules germinales ont été identifiés et quantifiés. Par exemple, les
protamines sont responsables de la compaction de la chromatine dans le spermatozoide
mature. 1l a été montré une relation entre la condensation chromatinienne et la fertilité en
particulier dans 1’azoospermie non obstructive [44]. En plus, une corrélation entre le niveau

d’expression faible de la protamine 1 et les échecs de FIV/ICSI a été évoquée.

45



2.4 Moyens thérapeutiques

Le traitement de [D’infertilit¢é masculine implique, lorsque c’est possible, le
traitement de la cause. Dans les autres cas, la prise en charge par 1’Aide Médicale a la
Procréation (AMP) permet de pallier a des altérations spermatiques plus ou moins séveéres.
Dans les cas les plus séveres (azoospermies), une extraction chirurgicale de spermatozoides
peut étre envisagée. Cependant, il s’agit d’un geste invasif, dont le résultat est difficilement
prévisible. En effet, dans le cas des azoospermies excrétoires pures, 1’exploration
épididymaire (+/- testiculaire) est de bon pronostic et permet dans la majorité des cas de
retrouver des spermatozoides. En revanche, dans le cadre des azoospermies non obstructives,
le pronostic est plus réservé : d’aprés la littérature, 1’extraction n’est positive qu’une fois sur
deux [45]. Des scores regroupant plusieurs parameétres tels que la FSH, la mesure
¢chographique des volumes testiculaires, et 1’inhibine B ont été proposés afin de mieux
prédire les chances d’extraction [46]. Cependant, aucun élément ne permet a lui seul de
prédire efficacement la présence de ces spermatozoides et de nombreux couples demeureront
sans enfant a 1’issue des cycles d’ICSI (une technique de micro-injection de spermatozoide

dans l'ovule).
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3.1 Définition du concept

Dans les années 1980, une Véritable révolution dans la compréhension des
maladies chroniques de I’adulte a été initiée avec les travaux pionniers d’un épidémiologiste
anglais, David Barker. L hypothése a été avancée que les conditions dans lesquelles un
individu debute sa vie, dés la période intra-utérine influence sa santé a tres long terme.
Plusieurs travaux ont amené les preuves du concept de programmation foetale/néonatale de
pathologies adultes [47-50]. Il est maintenant clair que les phases précoces du développement
intra-utérin et les toutes premiéres années de vie sont des phases critiques au cours desquelles
s’établit une susceptibilité a de nombreuses maladies chroniques [51-59]. Mais celles-ci ne se
révélent souvent que si I’environnement, le mode de vie au cours de I’enfance, de
I’adolescence et a 1’age adulte y sont propices. Le Tableau 3 résume les causes pour lesquelles

on a montré des conséquences a long terme sur la santé humaine.

Causes précoces

Conséquences a I’age adulte

Restriction de croissance intra-utérine,
faible poids de naissance

Diabéte de type 2, surcharge adipeuse
abdominale, hypertension artérielle, maladies
cardiovasculaire, maladie rénale chronique,
bronchopathies obstructives

Diabete gestationnel, obésité maternelle
pendant la grossesse, prise de poids
gestationnelle excessive

Obésité, insulinorésistance, diabéte de type 2

Prématurité

Retard cognitif et moteur, diabéte de type 2,
hypertension

Croissance post natale ralentie

Diabete de type 2, maladies cardiovasculaires

Croissance post natale excessive

Obésité, cancer

Exposition de la mere et du jeune enfant a
des toxiques

Retard cognitif et moteur, obésité, puberté
précoce, infertilité, cancer, hypertension,
maladies cardiovasculaires

Infection maternelle pendant la grossesse,
infections précoces de 1’enfant

Asthme, maladies cardiovasculaires, autisme,
shizophrénie
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Situation psychosociale dans 1’enfance Retard cognitif et moteur, troubles
difficile, carence affective émotionnels et comportementaux, obésité

Tableau 3. Relations entre causes précoces et maladies survenant a l’dge adulte décrites

dans la littérature. Relations entre causes précoces et maladies survenant a 1'dge adulte décrites dans la

littérature. D aprés (http://www.iresp.net/iresp/files/2013/04/120925150459 gspn-18-dohad.pdf)

3.2 Programmation des anomalies du tractus
génital madle (Syndrome de Dysgénésie Testiculaire (SDT))

3.2.1 Mise en évidence du SDT

De nombreuses études épidémiologiques ont montré une augmentation des

malformations de 1’appareil reproducteur (hypospadias, cryptorchidies) en particulier en
Europe du Nord [60]. 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 [61]. 1l a été observé, aussi, une diminution de la qualité du sperme et de la
fertilité dans les pays industrialisés [62]. Enfin, I’incidence du cancer testiculaire a augmenté
de facon importante dans les pays industrialisés y compris en France. Au cours des vingt
derniéres années, 1’incidence annuelle du cancer testiculaire a doublé en France mais aussi
dans les pays scandinaves [63].
Au début des années 2000, Skakkebaek a mis I’hypothése d’un syndrome associant ces trois
symptomes: (i) malformations du tractus génital masculin (hypospadias et cryptorchidies), (ii)
altérations de la spermatogeneése et baisse de la qualité spermatique, (iii) cancer du testicule.
Ces trois pathologies seraient liées entre elles et constitueraient le Syndrome de Dysgénésie
Testiculaire (SDT) [61].

3.2.2 Origine du SDT

Le SDT est une pathologie pouvant avoir plusieurs origines: génétique et
environnementale (voir figure 15) :
- Les patients souffrant de formes sévéres de SDT possédent un caryotype 45X/46XY,
des mutations au niveau du récepteur des androgenes ou encore des mutations du gene
SRY [64].
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- L’hypospadias est une anomalie caractéris€é par un positionnement ventral de
I’ouverture de l'urétre au niveau du pénis, ceci est li€¢ a un défaut d’action des
androgénes issus du testicule foetal [65].

- La cryptorchidie (non-descente testiculaire), est liée a des anomalies du géne Insl3
(Insuline-Like hormone 3) exprimé par les cellules de Leydig, et est dépendante de
I’action des androgénes [66].

- Le cancer testiculaire a été associé a des mutations au niveau du chromosome 12.

Toutefois, le taux d’augmentation du SDT dans la population générale est incompatible avec
le taux de mutations spontanées. Les facteurs génétiques seuls ne pouvent pas expliquer tout
les cas des SDT, car ’augmentation rapide et considérable du taux de cancers testiculaires
(environ 400% en deux générations) [67], du taux d’hypospadias et de cryptorchidies [68], et
des altérations de la spermatogenése, ces derniéres années evoquent une modification du

mode de vie et/ou de I’environement.

Environmental

Reduced semen qualit
factors quality

Disturbed serfoli Impaired germ
cell function cell differentiation CIS — festficular
cancer

/
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Hereditary disorders and

constitutional chromosomal
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Figure 15. Le syndrome de dysgénésie testiculaire. CIS: carcinome in situ. D aprés [69].

3.3 Les PEEs dans la programmation du SDT ?

Des données épidémiologiques basées sur la comparaison de I’incidence de la
cryptorchidie, au cours de ces derniéres années, chez les nouveau-nés dans les maternités de
Berlin-Est et Ouest, renforcent ces hypotheses [70]. La frequence de la cryptorchidie est

d’environ 3—4 % pendant la période 1965 a 1971 dans les deux parties de la ville. Ce niveau
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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 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 ’utilisation du DDT parvient a
expliquer I’évolution de ces statistiques. Le DDT et son métabolite le DDE sont connus pour
posseéder 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 dés
1972 alors qu’il était poursuivi a Berlin-Est jusque dans les années 1980 avant d’étre arrété

lors de la réunification de 1’ Allemagne.

Les preuves qui montrent les liens entre expositions environnementales précoces et effets a
long terme sont eétablies dans plusieurs modéles animaux, dans des conditions
environnementales variées et a des périodes de développement différentes, avec des effets
souvent variables selon le sexe [71]. En effet, I’exposition feetale et/ou néonatale des rongeurs
aux PEEs (ex: phthalates, PCBs, vinclozoline) entraine un phénotype a 1’age adulte reproduise
tout ou partie des caractéristiques du SDT (altérations de la fertilité, hypospadias,

cryptorchidies) a I’exception du cancer testiculaire.

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

entre I'exposition aux PEES et le cancer testiculaire sont appuyés par le fait que :

e les cancers testiculaires sont trés fréquents chez les individus cryptorchides [72].

e les hommes présentant des altérations de la fertilité ont un risque plus élevé de
développer le cancer du testicule [73].

e les hommes dont la mére a été traitée par le DES durant la grossesse présentent un

risque accru de développer le cancer du testicule [74].

D’autres facteurs pourraient étre impliqués dans le SDT et d’anomalies de fonction de la
reproduction. Le tabagisme maternel pendant la grossesse provoque des altérations du
développement testiculaire se traduisant par des altérations de la spermatogenése [75].
D’autre part, il a ét¢ démontré une association entre la consommation d’alcool de la mere au

cours de la grossesse et I’induction de cryptorchidies chez les fils exposés [76].
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3.4 Mécanismes

Par quels mécanismes les stress environnementaux trés précoces peuvent-ils
affecter durablement le phénotype (les caractéristiques observables de 1’individu)? Les
modifications moléculaires induites par ce stress ne changent pas le code genétique (les
genes) mais agissent sur le niveau d’«expression» des génes, ¢’est-a-dire sur la quantité de
protéines produites a partir de ces génes. L’ensemble de ces processus moléculaires qui
modifient I’expression des genes sans en changer le code s’appelle 1’épigénétique (voir Figure
15). On parle de «marques épigénétiques» qui s’apposent sur les génes et d’«épigénome»
d’une cellule (I’ensemble de ses marques épigénétiques). Ce mécanisme permet d’adapter le
déroulement du programme génétique a son environnement. Parmi les mécanismes
épigénétiques: méthylation de I'ADN, modifications des histones ou microRNAs (voir étude
bibliographique chapitre 7) [77].

Ces mécanismes épigénétiques apposent des marques caractéristiques.

- Ces marques peuvent étre, a tout instant, perturbées par 1’environnement, elles sont
réversibles. Selon le phénomene biologique et tout particulierement les fenétres
d’exposition au cours du développement, leurs conséquences peuvent étre, elles,
irréversibles.

- Ces marques épigénétiques peuvent avoir des conséquences pour la santé des années

plus tard.

- Ces marqgues peuvent exercer des effets transgénérationnels, transmis aussi bien par la

meére que par le pére [78, 79].

Developmental exposures Later-life outcomes and
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Transgenerational influences
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Figure 16. Les mécanismes épigénétiques impliqués dans la programmation des maladies

adultes. D apres [52].
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4. Les Perturbateurs endocriniens
environnementaux

4.1 Définition

Les perturbateurs endocriniens environnementaux (PEES) sont définis comme des
substances d'origine extérieure a I'organisme et susceptibles de modifier le fonctionnement
normal du systeme hormonal. On les soupconne notamment de perturber la fonction de
reproduction, mais elles peuvent aussi étre a l'origine de troubles métaboliques (diabéte,
obésité) et favoriser le développement de cancers hormono-dépendants [80].
Dans le contexte du tractus genital méle, ce sont essentiellement des PEEs ayant une activité
antiandrogénique ou estrogéno-mimétique qui ont des effets delétéres. Ces substances peuvent
se trouver dans I’air, I’eau, le sol, les aliments et dans un grand nombre d’objets courants. Les
PEEs actifs dans le tractus génital male sont d’origine synthétique (ex: pesticides) ou bien

naturelle (ex: mycotoxine).

4.2 Classification

4.2.1 Selon lorigine

4.2.1.1 Les composés synthétiques

Les composés synthétiques ayant une activité de perturbateur

endocrinien peuvent étre:

o Des substances chimiques (voir tableau 4)

Famille chimique Sources potentielles Exemples
Phtalates Plastiques, cosmétiques Dibutyl phtalate
Alkylphénols Détergents, plastiques, pesticides | Nonylphenol
Hydrocarbures Sources de combustion: fumée de | Benzo(a)pyréne
aromatiques cigarette, émission des moteurs
polycycliques diesels, incendies

Polychlorobiphényls | Transformateurs électriques PCB, Arochlor

Anciens pesticides Résiduels de stockage, pollution DDT, Dieldrine, Chlordane
rémanente

Autres pesticides et Agriculture, nettoyages urbains, Atrazine, Ethylene thiourée,
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fongicides jardins particuliers Heptachlor, Lindane,
Malathion, vinclozoline
Retardateurs de Mousses pour les mobiliers, tapis, | Polybromodiphényles
flamme équipements électroniques (PBDE)
Dérivés phénoliques | désinfectants, plastiques, Bisphénols A, Parabens,
cosmétiques Halogéno-phénols

Tableau 4. Exemples de familles de molécules a effet perturbateur endocrinien et leurs

sources potentielles. D apres (http:/iwww.cancer-environnement.fr/274-Perturbateurs-endocriniens.ce.aspx)

o Des hormones de synthése

Comme les contraceptifs oraux, les traitements de substitution
ou encore certains additifs pour I'alimentation animale (ex: diethylstilbestrol/DES) [81].

4.2.1.2 Les composeés naturels

Certains composés naturels sont dans l'alimentation humaine et animale
et peuvent agir comme des PEEs. lls sont retrouvés dans les plantes (phytoestrogenes, ex:
génisteine, daidzeine) ou bien synthétisés par des microorganismes comme des moisissures
(ex: zéaralenone). Ces substances métabolisées par I'organisme sont non lipophiles et ainsi
accumulent peu au niveau des graisses. Ils possédent trés souvent une faible affinité pour les
récepteurs hormonaux comme les ESRs. Cependant, il convient de prendre en compte leur

activité PEE étant donné qu'ils sont souvent consommés chaque jour via I'alimentation.

Une étude récente ayant pour but d’étudier I'exposition humaine aux mycotoxines a utilisé
159 échantillons de céréales (le blé, le malis et le riz) pour évaluer la présence de patuline, le
déoxynivalénol, 3-acétyl-déoxynivalénol, fusarénone-X, diacétoxyscirpénol, nivalenol,
néosolaniol, HT-2, T-2 et la zéaralénone dans les céréales [82]. Les quantités présentes dans
les céréales sont comparées aux doses journaliéres tolérables (DJT). Il a été constaté que
65,4% des échantillons étaient contaminés par au moins une mycotoxine et 15,7% des
échantillons analysés ont montré une contamination par plusieurs mycotoxines. Par exemple,
I'exposition alimentaire aux toxines HT-2 et T-2 a été estimée a 10% et 86% de la DJT, pour

I’adulte et I’enfant respectivement.

4.3 Mécanismes d'actions
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4.3.1 Mécanisme hormonal

Il a été propose que les cibles des PEEs était I’interférence avec les récepteurs
nucléaires aux hormones tels les récepteurs des estrogenes (ESRs), le récepteur des
androgénes (AR), les récepteurs de la progestérone (PR), les récepteurs des hormones
thyroidiennes (TRs), le récepteur des glucocorticoides (GR) ou encore les récepteurs des
rétinoides [83]. De plus, les PEEs agiraient aussi via les récepteurs non nucléaires aux
hormones stéroides (ex: ESRs 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 régulent le systeme hormonal ou le systeme reproducteur [84].

Ces PEEs ont une activité de type estrogénique, antiestrogénique ou antiandrogenique. Ils
peuvent agir de différentes facons:

. en imitant I’action d’une hormone naturelle;
. en se fixant sur les récepteurs des hormones naturelles;
. en génant ou en bloguant le mécanisme de production ou de régulation des

hormones ou des récepteurs, modifiant ainsi les concentrations d’hormones

présentes dans I’organisme.

4.3.2 Mécanismes épigenetiques

La capacité des produits chimiques ou naturels environnementaux
d’influencer la santé humaine semble faire intervenir des mécanismes épigénetiques. Plusieurs
études ont montré sur des modeles in vitro et in vivo des modifications épigénetiques
provoqués par I'exposition in utero ou néonatale aux PEEs. Ces modifications peuvent induire
des altérations de I'expression des génes persistant tout au long de la vie [85-89]. Ainsi, les
modifications épigénetiques induites par I'environnement deviennent de plus en plus
pertinentes pour la santé humaine et 1’étiologie des maladies [90-92]. C’est pour ces raisons
que les produits chimiques largement utilisés dans la vie moderne (les plastiques et leurs
molécules non liés: bisphénol A (BPA) et les phtalates) ont récemment attiré I'attention de la
communauté scientifique (voir tableau 5), les organismes de réglementation et le grand public
en raison de leur volume de production, l'utilisation généralisée des matiéres plastiques, et les

effets néfastes sur la santé [93].
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Un autre exemple, I'exposition in utero au DES est également associée a un risque accru de
cancer du sein chez les femmes adultes. Chez la souris, elle induit des changements
néoplasiques dans le tissu mammaire [94]. En effet, ’exposition in utero de souris au
bisphénol-A (BPA) ou au diéthylstilbestrol (DES) induisent dans les glandes mammaires des
souris exposées, la surexpresion d’Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2) et sa marque
épigénetique: histone H3 trimethylation. Ces résultats ont été reproduits sur la lignée
cellulaire de cancer de sein MCF-7. La programmation développementale d'EZH2 (une
histone méthyltransférase qui impliqué dans tumorigenése) est un nouveau mécanisme par
lequel I'exposition in utero aux perturbateurs endocriniens conduit a la régulation

épigénétique de la glande mammaire.

Produits Modifications Epigénetique | Genes Organismes | Réf
chimiques
BPA Hypométhylation Agoulti Souris [95, 96]
BPA Hypométhylation Pde4d4 Rat [97, 98]
BPA Hypométhylation Nsbpl, Hpcall Rat [99]
BPA Hyperméthylation ESR1et 2 Rat [100]
BPA Hyperméthylation Hoxal0 Souris [101]
BPA Hyperméthylation ou 13 genes Souris [102]
Hypométhylation
PBA Hyperméthylation LAMP3 humain [103]
BPA modification d’histone H3K27me3 Humain et | [94]
souris
BPA Induction de miARNS miR-146a Humain [104]
BPA modification des miARNSs 37 miRNAs Souris [105]
Phthalate BBP Hypométhylation ESR1 Humain [106]
Phthalate DEHP | Hyperméthylation INSL3 Souris [107]
BPA méthylation différentiel de [92]
I'ADN. Transgéneration

Tableau 5. Effets épigénétiques de bisphénol A (BPA) et des phtalates.
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4.4 Effets des PEs sur le testicule

4.4.1 Perturbateurs endocriniens synthéetiques

4.4.1.1 Exemples des PEEs ayant une activité

estrogénomimeétique

4.4.1.1.1 Diéthylstilbestrol (Distilbene ou DES)

Ce médicament a une activité estrogénomimeétique (figurel?), il a été
prescrit dans les années 1950-1960 pour éviter les avortements spontanés. Il a été interdit en
en France en 1977 suite a la découverte d’un lien dans les années 70 entre I’administration de
DES a des femmes enceintes et la survenue de cancers du vagin, du sein et de I’utérus chez les
filles des meres traitées [108]. Chez leur fils, ’exposition au DES a été associée a une
augmentation du risque de développement d’hypospadias, de cryptorchidies, de kystes
épididymaires et d’inflammation testiculaire [109, 110].

OH

= Estradiol

HO

= SR S Diéthylstibestrol

HeC
Ho@é—OOH Bisphénol A
L
CH,

Figure 17. Différences de structure entre l’estradiol, le diéthylstibéstrol et le bisphénolA.

L’exposition prénatale de souris males au DES induit des effets néfastes comparables a ceux
observés chez I’homme comme la non-descente testiculaire, des kystes epididymaires, la
rétention des canaux Mulleriens et des altérations de la spermatogenése [111, 112].

L’exposition néonatale au DES chez le rongeur (ex: 10 pg/kg/jour chez le rat entre 1-12 jpn)
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induit une chute du poids des testicules, des épididymes, des vésicules séminales ainsi que de

fortes altérations de la spermatogeneése par apoptose des cellules germinales [113-115].

4.4.1.1.2 Le bisphenol A (BPA)

Un autre produit a activité estrogénomimétique, est le BPA [116]
(Figure 16). Cette molécule est un composé synthétique utilisé dans la production des
plastiques polycarbonates et des résines époxy. 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 1’urine
dans 93% de la population [84]. Le BPA aurait la capacité de mimer I’action des estrogéenes a
travers des voies non génomiques impliquant les ESRs membranaires couplés aux protéines G
[117]. Selon les travaux, en fonction de la voie d’administration (gavage ou injection), de la
dose administrée, mais également en fonction de la période d’exposition (feetale, néonatale ou
adulte), les données concernant un éventuel impact du BPA de la spermatogenése sont
controversées. En effet, certains auteurs rapportent des effets délétéres sur le testicule via des
altérations au niveau des cellules de Sertoli et des cellules germinales [118-121], tandis que
d’autres auteurs identifent des effets transitoires ou bien une absence d’altération du testicule

et de la spermatogénese [122-125].

4412 Exemple de PEEs ayant une activité

antiandrogénique

4.4.1.2.1 Vinclozoline

La vinclozoline est un fongicide trés largement utilisé dans
I’agriculture (cultures viticoles, de fruits et légumes, de céréales ou pour les plantes
ornementales) (voir figure 18). La vinclozoline est une molécule ayant une activité
antiandrogénique. Cette molécule ainsi que ses métabolites M1 et M2 agissent en tant
qu’antagonistes du récepteur des androgenes (AR) [126]. La vinclozoline peut ainsi inhiber la
transactivation du récepteur des androgenes, faciliter la dégradation des androgeénes
(conversion en estrogénes des androgenes non liés a I’AR) et inhiber 1’expression de génes

androgénodépendants.
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Figure 18. Les voies metaboliques de vinclozine chez le rat. D apres
(http://www.inchem.org/documents/jmpr/jmpmono/v95pr18.htm)

L’administration de vinclozoline chez 1’animal a différentes doses, par différentes voies
(injections, gavages), et a différentes périodes (feetale, néonatale, puberté, adulte) engendre
diverses anomalies au niveau de testicule. La période de sensibilité accrue a la vinclozoline
est la période feetale dont la période la plus critique se situe aux 16éme et 17°™ jours post-
coitum [127]. En effet, I’exposition feetale de rongeurs a la vinclozoline (dés 100 mg/kg/j)
altere la différenciation sexuelle chez le male, qui se traduisent a long terme chez 1’individu
adulte par des altérations de la spermatogenese et de la prostate (atrophie, inflammation et
hyperplasie), sans ’altération des taux plasmatique de testostérone [127-131]. Au niveau du
testicule feetal, une augmentation d’apoptose des cellules germinales juste aprés 1’arrét du
traitement a été mise en évidence [132]. Au niveau du testicule adulte, une exposition feetale a
la vinclozoline induit une apoptose des cellules germinales ainsi qu’une diminution du

nombre et de la mobilité des spermatozoides [128, 131-133].

En utilisant ce méme type de modele expérimental, il a été démontré que les animaux
développent également d’autres pathologies (ex: adénomes et carcinomes mammaires,
anomalies des tubules rénaux) [134]. Les altérations epigénétiques qui touchent les testicules
semblent transgénérationnelles et corrélent avec I’infertilité masculine a 1’dge adulte [129,
135].
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4.4.1.2.2 Flutamide
Le flutamide est un antiandrogene non stéroidien, appartenant a la
catégorie des hormones de synthese (figure 19). Il est utilisé notamment dans le traitement des
cancers de la prostate avec métastases, dans le cadre d'un traitement anti-hormonal [136, 137],
en association avec une castration médicale ou chirurgicale. Il est également préconisé lors

d’hirsutisme majeur chez la femme.

O Q
HN HN
OH
Meétabolisme
—
CF, CFs

NO, NO;

Flutamide (FM) 2-Hydroxyflutamide

Figure 19. Structure de Flutamide et son métabolite (2-Hydroxyflutamide).

Le métabolite du flutamide, le 2-hydroxyflutamide est considéré comme I'agent actif, inhibant
de facon compétitive la liaison des androgénes (testostérone et DHT) a leur récepteur [138,
139]. Le 2-hydroxyflutamide est capable de se lier a I’AR dans les cellules cibles [140], avec
une affinité supérieure a celle du flutamide. Cet antiandrogene empéche ainsi la liaison du AR
aux éléments de réponse des androgenes sur I’ADN et module la transcription des genes

androgéno-dépendants [141].

Le flutamide est capable de bloquer le rétrocontrle de la testostérone au niveau de
I’hypothalamus et de I’hypophyse [142]. Ceci induit une augmentation de sécrétion de LH,
provoquant une augmentation de la production et sécrétion de testostérone ainsi que la

stimulation des cellules de Leydig et une hyperplasie.

Des rats males traités pendant leur vie feetale par le flutamide développent une cryptorchidie,
une hypospermatogenése, une atrophie de la prostate, une diminution de la distance
anogenitale et une rétention des mamelons [143-146]. L’hypospermatogénése est caractérisée
par une dégénérescence des spermatocytes, une diminution du nombre de cellules germinales
(spermatocytes leptoténes, spermatides rondes et allongées), une diminution du nombre de

spermatozoides viables, une augmentation de la fréquence de spermatozoides anormaux et
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une alteration des fonctions des cellules de Leydig sont observées dans le testicule de rats
adultes traités pendant 14 jours ou 28 jours au Flutamide [142, 147-150]. Par ailleurs, des
phénomenes de dégénérescence de I’épithélium séminifére ont également été décrits chez des
rats adultes exposés au flutamide au cours leur vie feetale [146, 151]. L’hypospermatogenése
observée chez ces rats adultes est liee a un phénomene d’apoptose des cellules germinales.
Une augmentation de D’expression et de I’activation de caspases et de facteurs pro-
apoptotiques, ainsi qu’une inhibition de facteurs anti-apoptotiques ont été identifiées ainsi

qu’une altération de la fonction des cellules de Sertoli [152-154].

Chez des rats males adultes, 1’administration de flutamide (100 mg/kg/j, pendant 28 jours)
entraine une augmentation du niveau de LH, de testostérone, de FSH et d’cestradiol, mais
aussi, une diminution du poids des organes androgéno-dépendants (prostate, vésicules
séminales et épididyme), une hyperplasie des cellules de Leydig et une altération de la
spermatogenese [148, 149]. Les mémes effets sont observés a dose plus faible [147, 155-157].
Ce phénoméne apparait néanmoins étre réversible lorsque I’exposition a lieu a I’age adulte
[142]. En effet, 1 a 2 mois aprés l’arret de ’exposition au flutamide, on observe une

restauration de la spermatogeneése [158].

4.4.1.2.3 Prochloraz
Le prochloraz (PCZ) est un fongicide trés largement utilisé en culture. Il
appartient au groupe des « conoazoles » (voir figure 20). Le PCZ exerce son action fongicide

en inhibant la protéine CYP51, conduisant a la fragilisation de membrane cellulaire fongique.

N
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Figure 20. Structure de Prochloraz.

Le Prochloraz est un PEE car c’est un antagoniste d’AR [159-161], et il inhibe la
stéroidogenése. L’exposition de rattes gestantes au PCZ, entraine chez le feetus, la diminution

du niveau de testosterone et une augmentation du niveau de progestérone [161, 162].

62



De plus, le PCZ entraine des altérations de la reproduction chez la progéniture males avec des
anomalies du phallus, et une diminution du poids des organes reproducteurs et une rétention
des mamelons [162-164]. Une étude épidémiologique suggére que les effets délétéres de PCZ
s’exercent chez I’homme. En effet, une augmentation du taux de cryptorchidie a été identifiée

chez la descendance male de femmes danoises travaillant dans I’horticulture [165].

4.4.2 Les Perturbateurs endocriniens d’origine naturelle

4.4.2.1 Geénistéine

La génistéine, est une isoflavone naturelle issue des plantes et
appartient a la grande famille des flavonoides. On la retrouve principalement dans le soja mais
elle est également présente a de plus faible quantité dans les pois, les lentilles ou haricot. Sa
structure est tres proche de celle d’un oestrogéne important, le 17B-oestradiol (figure 21). La
génistéine est classée comme un phyto-cestrogéne, c’est a dire un composé issu des plantes et

agissant comme les oestrogénes.

Figure 21. Structure moléculaire de la génistéine (a gauche) et du 17/3-oestradiol (a droite).

Les études menées chez I’homme suggeérent sur effet protecteur des phytoestrogénes sur le
développement de cancers comme le cancer du sein et de la prostate. La génistéine agit
comme un estrogéne non stéroidien avec une activité estrogénique faible en se liant
directement au niveau des récepteurs des estrogenes. L’utilisation de souris transgéniques
(géne luciférase couplé a des éléments de réponse des estrogénes) a permis de montrer que la
génistéine, administrée par voie orale ou par le lait maternel, pouvait entrainer au niveau

testiculaire 1’activation transcriptionnelle médiée par les ESRs [166, 167]. Des approches in
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vitro sur des spermatozoides humains et murins ont permis de mettre en évidence un effet
positif de la génistéine qui stimulerait la capacitation et la réaction acrosomique [168]. Des
expositions feetales, durant la lactation ou encore chez I’adulte ont été réalisées, mais les
résultats a ce jour restent encore équivoques. En effet, chez les rongeurs males, une exposition
a de fortes doses de génistéine ou a une alimentation riche en soja durant la vie périnatale
entraine différentes anomalies: réduction de la distance ano-genitale, diminution des taux de
testostérone, diminution du poids des testicules associée a des altérations de la
spermatogeneése et de la prostate ainsi qu’une démasculinisation [169, 170].

A D’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 [171,
172]. Finalement chez des rats adultes, 1’utilisation de régime riche en phytoestrogénes induit
des altérations de la spermatogenése caractérisée par 1’apoptose des spermatocytes et
spermatides rondes, et ceci, sans changement de taux des gonadotrophines plasmatiques et de

testostérone testiculaire [173].

4.4.2.2 Zéaralenone (ZEA)

La zéaralénone (ZEA) est une mycotoxine ayant une activité
estrogenomimétique, 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) (voir tableau 6 et figure 21). La zéaralénone et un de ses métabolites a- zéaralénol
sont tres souvent retrouvés dans différents types de céréales (malis, orge, blé, avoine, sésame)
qui constituent la matiére premiere dans divers produits alimentaires pour I’homme et les
animaux [174]. L’exposition a la ZEA pourrait entrainer une diminution de la survie
embryonnaire, de la taille des portées a la naissance, des anomalies du tractus génital chez le

maéle ou la femelle aussi bien chez des animaux de laboratoire que domestiques.

Groupe de Mycotoxines Conditions Moisissures Substrats
mycotoxines d’apparition
Aflatoxines Aflatoxines B1, Climats tropicaux Aspergillus Arachide, mais,
B2, Gl et G2 et subtropicaux parasiticus, sorgho
Aspergillus flavus
Ochratoxines | Ochratoxines A, B, | Climats frais et Aspergillus Mais, orge
CetD tempérés ochraceus
En cours de
stockage
Zéaralénone Zéaralénone Moisissures Fusarium Mais, blé,
ubiquistes sorgho
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Déoxynivalénol Vomitoxine Moisissures Fusarium Mais, orge, blé,
(DON), Nivalenol, ubiquistes avoine
Fusarenone X
(Trichothécénes B)
T2 toxine, HT2
toxine,
Diacetoxyscirpenol
(Tricho. A)
Fumonisines Fumonisines Climats tempérés Fusarium Mais, orge, blé,
et climats chauds moniliforme, avoine
Fusarium
proliferatum et
Fusarium sp.
Tableau 6. Présentation des différentes mycotoxines.
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Figure 22. Structure de la zéaralénone et ses dérivés comparée a l’estradiol (E2).

La ZEA présente une action agoniste d’ESR1 et une action mixte agoniste-antagoniste au
niveau d’ESR2
transcriptomique focalisée sur les génes estrogénodépendants montrent que 1’action
estrogénique de la ZEA et de ses métabolites a faible doses serait globalement assez proche de
I’action de I’estradiol [176]. D’aprés ce méme travail, I’effet estrogénique de la ZEA et ses

dérivés a pu étre classé en allant du compose le plus estrogénique au moins estrogénique

[175].

Par ailleurs,

comme suit : a-ZOL = a-ZAL > ZAL > ZEA = B-ZAL > 3-ZOL.

65

des approches in vitro couplées une analyse


http://biosol.free.fr/liens/myco_2004/Glossaire.htm#deoxynivalenol
http://biosol.free.fr/liens/myco_2004/Glossaire.htm#fumonisines

L’exposition de rongeurs a la ZEA entraine des effets de type estrogénique comme la
diminution de fertilité, des augmentations de Iétalité embryonnaire, la diminution de taille des
portées, des modifications des taux d’hormones sériques (progéstérone, estradiol) [174, 177].
Plus spécifiquement au niveau de 1’appareil reproducteur male, I’injection postnatale de ZEA
(5-15 jpn, 4 et 40 pg/j) induit des effets testiculaires comparables a 1’estradiol comme: la
diminution de poids du testicule, du diametre et de la longueur des tubes séminiféres, une
chute du nombre de cellules de Sertoli et de spermatogonies [178]. Chez le rongeur adulte,
I’injection de ZEA ou 0-ZOL induit de 1’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 [179, 180]. In vitro, la ZEA et le a-
ZOL inhibent la steroidogenese au niveau de la cellule de Leydig via une répression de la
transcription des génes 3B-HSD, P450scc et STAR [181, 182]. Une exposition périnatale a
ZEA affecte I’expression des transporteurs ABC (ABCB1, ABCC1l, ABCG2, ABCC4 et
ABCCY5) avec délocalisation cellulaire d’ABCC4 dans le testicule. Le traitement d’une lignée
de cellules de Sertoli par la ZEA modifie 1’expression d’ABCB1, ABCC4 et ABCC5. L’effet
de la ZEA est inhibé par de l'anti-cestrogeéne ICI 182,780, ce qui suggere I'implication partielle
au moins de l'activité ostrogénique de la ZEA dans ces effets [183]. Chez la femelle,
I'exposition a long terme a ZEA entraine une diminution de 1’expression des ESR2s dans les
ovaires chez les chiennes et suggére des modifications épigénétiques comme mécanisme

impliqué dans I’inhibition du développement de I'ovaire [184].

ZEA est capable de modifier plusieurs parametres importants dans la réponse immunitaire de
cellules hépatiques et suggere que la ZEA est non seulement un puissant mycotoxine
cestrogéne mais aussi un hépatotoxine potentiel lorsqu'il est administré par voie orale [185].
Cho ES et ces collegues ont démontré que la ZEA induit la toxicité testiculaire [186].

L'apoptose des cellules germinales est lié a la modulation de I’expression de Fas et Fas -L.
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5. Apoptose des cellules germinales
males

5.1 Apoptose et homéostasie tissulaire

L’apoptose ou mort cellulaire programmée assure 1’homéostasie tissulaire. En
effet, il y a un équilibre entre la prolifération et la mort des cellules constitutives d’un tissu.
L’apoptose comprend trois phases (voir figure 23):

e une phase d’initiation, induite par différents stimuli exogeénes ou endogenes.

e une phase effectrice ou la cellule s’engage vers un point de non-retour.

e une phase de dégradation des structures cellulaires dont la plus caractéristique est
la fragmentation de I’ADN.
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5.1.1 Phase d’initiation

La transduction des signaux apoptotiques s’effectue selon deux voies
majeures mettant en jeu des molécules adaptatrices et des molécules effectrices: la voie des

récepteurs de mort et/ou la voie mitochondriale [187, 188].

5.1.1.1 Lavoie des récepteurs de mort (voie extrinseque)

Cette voie fait intervenir différents membres de la superfamille du TNF
(Tumor necrosis factor), qui constituent trois systémes principaux: Fas, TNF et TRAIL (TNF

alpha related apoptosis-inducing ligand).

Les ligands FasL, sFasL (forme soluble) se fixent sur le récepteur Fas (CD95/APO-1), les
ligands TNFa et TNF sur les récepteurs TNF-R1 et TNF-R2. Alors que TRAIL peut se lier a
des récepteurs induisant un signal de mort (DR4, DR5) ou des récepteurs leurres. Dans la voie
des récepteurs de mort, la protéine adaptatrice Fas-associated death domain (FADD) assure le

recrutement d’une procaspase initiatrice (CASP8).

5.1.1.2 Lavoie mitochondriale (voie intrinseéque)

Dans cette voie, les protéines intracellulaires de la famille Bcl-2
assurent la transduction du signal apoptotique. La famille Bcl-2 comportant a la fois des
membres pro-apoptotiques (Bax, Bcl-xs, Bak, Bad) et des membres anti-apoptotiques (Bcl-2,
Bcl-x., Bcl-w, Mcl-1). L’activation de cette voie correspond a I’activation de la protéine TP53
suite & des dommages de I’ADN ou une alteration de la mitochondrie. Cette activation induit
la translocation de facteur pro-apoptotique comme Bax qui, par compétition avec les protéines
anti-apoptotiques insérées dans la membrane mitochondriale externe, provoque la libération
du cytochrome C et de la protéine Smac/diablo par la mitochondrie. Le cytochrome C assure
le recrutement d’une procaspase initiatrice (CASP9) par l’intermédiaire d’une protéine

adaptatrice Apaf-1.

5.1.2 Phase effectrice

Apreés la formation du complexe protéique (cytochrome C-Apaf-1-procaspase
9 ou FADD-procapsase 8 pour la voie de récepteur de la mort), la procaspase initiatrice est
transactivée par clivage. La caspase initiatrice ainsi libérée (caspases-8, 10 ou 2 pour la voie
des récepteurs de mort; caspase-9 pour la voie mitochondriale) est capable a son tour d’activer

les caspases effectrices (caspases 3,6 ou 7). L’activité des caspases effectrices est régulée par
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des protéines par inhibitors of apoptosis proteins (IAP), elles-mémes régulées négativement

par Smac.

5.1.3 Phase de dégradation

De nombreux protéines sont des substrats des caspases effectrices parmi
lesquels des composants du cytosquelette et du noyau, diverses protéases et DNases ainsi que
des protéines de signalisation majeures comme la PKC, Rafl ou MEKK [189].

Enfin, les protéases calpaines a activation calcium-dépendante régulent I’apoptose. Elles
partagent un certain nombre de substrats avec les caspases, notamment des protéines du
cytosquelette et de I’enveloppe nucléaire, des membres de la famille Bcl-2 et les procaspases
elles-mémes [190]. Cette phase aboutit a la dégradation de I’ADN et de la cellule en corps

apoptotiques.

5.2 L’apoptose au cours de la spermatogenése

Dans les tubes séminiféres des testicules, la spermatogenése est un processus
dynamique et synchronisée de la maturation des spermatogonies souches en spermatozoides
matures. Comme dans de nombreux tissus, le nombre de cellules dans les tubes seminiferes
du testicule est déterminé par un équilibre dynamique entre la prolifération cellulaire et la
mort cellulaire par apoptose [191]. Lors de I’initiation de la spermatogenese on observe une
vague d’apoptose importante qui limite 1’efficacité des premiers cycles spermatogénétiques.
Les spermatogonies et les spermatocytes précoces sont des cibles privilégiées de cette

apoptose physiologique (voir figure 24).

- Protéines régulant I’apoptose des cellules germinales

- Protéines de la famille de Bcl2 et p53
L’apoptose qui a lieu lors du premier cycle de la spermatogenése (entre le
10°™ et 30°™ jour aprés naissance chez le rongeur) fait intervenir les protéines de la famile
Bcl2 [192]. En effet, il a été montré que la surexpression des protéines Bcl-2 [193, 194], Bclx
et Bcl-w [193, 195] ou le knock-out de Bax chez la souris entraine une forte augmentation du
nombre des spermatogonies due a I’absence de la premiere vague de l'apoptose, et une
altération des stades ultérieurs de la spermatogenése [191, 194]. De plus, I’invalidation du

gene Bcl- x chez la souris, entraine de graves défauts dans les cellules germinales males en
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cours développement. Des anomalies de la spermatogenese sont aussi observees quand Bcl-2
est sélectivement surexprimé dans les cellules somatiques testiculaires [196]. Par contre,
I’invalidation de Bcl-2 chez la souris n’altére pas la spermatogenése. En revanche, les souris
déficientes en Bcl-xL présentent un phénotype semblable au phénotype de surexpression de
Bax avec une apoptose accrue de cellules germinales [191]. Ces résultats suggérent que
I’initiation de premicre vague d’apoptose des cellules germinales pendant le premier cycle de
la spermatogenése se traduit par une augmentation de 1’expression des protéines Bax et Bad
d'une maniére dépendante de p53, entrainant le déplacement du rapport des membres pro- et

anti- apoptotiques en faveur d’une signalisation mortelle [197].

- Protéines BARD1

L’apoptose germinale induite par un stress fait intervenir aussi d’autres
protéines. En réponse a un stress, les protéines BARD1 exprimés dans le testicule humain
sont activées induisant I’apoptose [198]. Cette protéine est capable a se lier au géne BRCA1
(breast tumor suppressor gene 1) dont le produit intervient dans la réparation de I’ADN
[199]et NF-kB, un facteur de transcription impliqué dans la régulation de 1’expression des

génes de 1’apoptose [200].

- Protéine Survivine
Des anomalies de 1’expression de I’apoptose peuvent aussi signer des états
pathologiques. Ainsi, la survivine est surexprimée dans les tumeurs testiculaires (TGCTS)
[201].

- Protéines Fas

Bien que largement discuté, il semblerait que Fas, soit impliqué dans
I’apoptose des cellules germinales [202]. Le récepteur Fas et son ligand sont exprimés
respectivement par les cellules de Sertoli et les cellules germinales, ils assurent I’homéostasie
des cellules germinales. Les spermatocytes pachytenes sont les principales cellules touchées
en réponse a un apoptose induite et que la voie de signalisation Fas / FasL [203]. Fas ligand
peut-étre produit dans les testicules en réponse a une inflammation chronique et induit
I'apoptose des cellules germinales [204]. De plus, le traitement de cultures de cellules
testiculaires humaines avec un anticorps bloquant anti-Fas se traduit par une inhibition de

I’apoptose des cellules germinales [205].
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Figure 24. Schéma des niveaux ou les molécules pro et anti-apoptotiques peuvent impliquées

dans la régulation de [’apoptose de cellules germinales. D apres [187]

Une autre famille de protéines a un role protecteur important au cours de la réponse cellulaire

au stress. Ce sont les protéines de choc thermique (voir chapitre suivant). Elles semblent avoir

un role crucial dans la régulation de I’apoptose pendant la spermatogénese
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6. Les protéines de choc thermique
(HSPs)

6.1 Réponse au stress

Les cellules de tout organisme vivent dans des conditions environnementales
physiologiques normalement stables mais elles peuvent étre sujettes a des agressions aigués
ou chroniques. Cette situation impose une faculté d’adaptation indispensable pour la survie
nécessitant la mise en ceuvre de mécanismes permettant la détection du stress, quelle qu’en
soit la nature, et des réponses adéquates visant a moduler les effets du stress. La premiére
description des manifestations cellulaires de la "réponse au choc thermique™ (“heat shock
response") a été fournie en 1962. Ritossa observa une série d’élargissements ou renflements
("puffing™) au niveau de certains des chromosomes géants des glandes salivaires de
drosophiles soumises a un choc thermique. Au cours de la décennie suivante, plusieurs
observations importantes ont permis de préciser la nature de ce phénomene. Il a ainsi été
montré que les renflements étaient: (a) induits par plusieurs autres stress que I'hyperthermie,
(b) produits quelques minutes apres le stress, () associés a une nouvelle synthése d’ARN, (d)
trouvés dans différentes especes de drosophiles et dans beaucoup de tissus différents, et (e)
accompagneés par la régression d'autres renflements présents avant le stress [206-209]. Ces
données suggéraient que ces élargissements chromosomiques correspondaient a l'induction
rapide et vigoureuse de l'activité de génes spécifiques lors de stress (les "heat shock genes"),

accompagnée par la répression d'autres séquences géniques.

Les protéines de choc thermique (HSPs) sont impliquées dans le rétablissement de
I’homéostasie protéique au sein de la cellule apres un stress. En effet, les HSPs sont des
protéines chaperones capables de prévenir des interactions inappropriées entre protéines par
I’interaction avec les protéines dénaturées afin de prévenir la formation d’agrégats protéiques
et d’assister les protéines pour qu’elles retrouvent leur structure tridimensionnelle native
[210]. La réponse au stress est assurée par 1’activation transcriptionnelle de génes codants
pour les formes inductibles des HSPs, ce qui méne a la prise en charge des protéines
dénaturees. Lorsque le stress est corrigé, les HSPs retrouvent leur niveau d’expression et leur

activité de base.
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6.2 Classification et fonctions des HSPs

En fonction de leur poids moléculaire, les HSPs sont regroupées en six familles
principales HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, HSP47 et HSP25-30 kDa (small HSPs). Ces
familles présentes des propriétés communes, mais chaque famille a des particularités, soit
liées a leur mécanisme d’action, leur localisation intracellulaire ou bien la nature inductible de
leur expression.

La famille des HSP90 englobe les protéines les plus exprimées constitutivement. Cette famille
est composée de quatre membres principaux : HSP90a, HSP90g, GP96 et TRAPL.

Les protéines de la famille des HSP60 (chaperons mitochondriaux) sont exprimeées
constitutivement, alors que les protéines HSP70 et HSP27 sont fortement induites lors d’un
stress.

Nous ne développerons ici que les deux familles les mieux caractérisées a ce jour : HSP70 et
HSP27.

6.2.1 La famille HSP70

Les HSP70s sont les protéines les plus étudiées, les plus abondantes et les
plus conservées. Leur masse moléculaire est de 70 kDa. Les protéines de cette famille
présentent un haut pourcentage d'identité de séquence avec les HSP70s d’autres organismes
(50% d'homologie entre le géne humain HSP70 et son homologue DnaK chez E.coli, et plus
de 70% avec celui de la drosophile) [211]. Cette famille comprend des protéines possedent
une structure commune qui contient deux domaines: une extrémité N-terminale hautement
conservée portant ’activité ATPase et une extrémité C-terminale moins conservée liant des

peptides (voir tableau 7 et figure 25).

Gene name Protein name Old names Human gene 1D Mouse ortholog 1D

HSP A

1 HSPAIA HSPATA HSP70-1; HSP72; HSPA1 3303 193740
2 HSPAIB HSPA1B HSP70-2 3304 15511
3 HSPAIL HSPAIL hum70t; hum70t; Hsp-hom 3305 15482
4 HSPA2 HSPA2 Heat-shock 70kD protein-2 3306 15512
5 HSPAS HSPAS BIP; GRP78; MIF2 3309 14828
6 HSPA6 HSPA6 Heat shock 70kD protein 6 (HSP70B") 3310 X

7 HSPAT® HSPA7 Heat shock 70kD protein 7 3311 X

8 HSPAS HSPAS HSC70; HSC71; HSP71; HSP73 3312 15481
9 HSPA9 HSPA9 GRP75; HSPA9B; MOT; MOT2; PBP74; mot-2 3313 15526
10 HSPA124 HSPAI2A FLI13874; KIAA0417 259217 73442
11 HSPAI2B HSPA12B RP23-32L15.1; 270008 INO6Rik 116835 72630
12 HSPAI3® HSPAI3 Stch 6782 110920
13 HSPAI4 HSPA14 HSP70-4; HSP70L1; MGC131990 51182 50497

Tableau 7. Les différentes protéines de la famille HSP70 (HSPA). D apres [212]

75



385

N ATPase Domain Substrate Binding Domain Lid [o]

3 K{ 537 638

Substrate binding pocket

Nucleotide hinding domain/ Substrate binding domain
ATPase Domain

Figure 25. Structure et organization des domaines de Hsp70. D apres
(http://pdslab.biochem.iisc.ernet.in/hspir/hsp70.php)

Les protéines HSP70s assurent la fonction de chaperone moléculaire car elles protégent de
facon transitoirement des protéines immatures ou dénaturées (mauvaise conformation) pour
éviter leur agrégation ou leur perte de fonction. Grace a leur extrémité carboxy-terminale, Les
HSP70 lient des segments courts et linéaires de peptides ou de protéines non repliées [213].
Cette fonction est ATP-dépendant: les polypeptides interagissent transitoirement avec le
domaine de liaison aux peptides de HSP70, ce qui stimule I'nydrolyse de I'ATP et mene a un
changement de conformation de HSP70, augmentant son affinité pour le peptide. Ensuite, le

peptide lié est relaché lors de I'échange de I'ADP avec un nouvel ATP [214].

6.2.1.1 HSPA1l

Cette protéine est codée par deux génes voisins localisés au locus
6p21.y: hsp70.1 (hspala) et hsp70.3 (hspalb). La transcription des ces genes est fortement
induite en cas de stress dans tous les types cellulaires [215]. Les deux protéines HSPAL1A et

HSPA1B sont si proches qu’on les regroupe sous 1’appellation commune d’HSP70.

- Roles de la protéine HSPAL:

A) Réles dans la thermotolérance
Il a été montré que HSP70 joue un role crucial dans la thermotolérance.
La réponse au choc thermique, HSP70 est activée par plusieurs inducteurs y compris les

métaux lourds, les poisons métaboliques, 1’hypoxie, les radicaux libres, la déplétion d’ATP,
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les radiations et les toxines [213]. Elle est necessaire a la survie et au maintien des fonctions
cellulaires lors de I’exposition a différents stress physiques ou biologiques. HSP70 montre
une faible expression dans les conditions physiologiques avec une localisation cytoplasmique,
ou elle exerce sa fonction de chaperon moléculaire pour les protéines en cours de maturation.
Lors de I’activation de la réeponse au choc thermique, la fraction HSP70 déja présente dans la
cellule subit une relocalisation nucléaire, et la forme induite est exprimée dans le cytoplasme
[216, 217]. En période de stress, HSP70 reconnait et se lie aux séquences hydrophobes
exposées des protéines dénaturées. HSP70 prévient de cette maniere leur agrégation et peut

contribuer a leur repliement adéquat dans un cycle dépendant de ’ATP [218].
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Figure 26. Modulation de I’apoptose par les HSPs. HSP70 blogue l'apoptose par I'inhibition de JNK

et translocation mitochondrial de Bax en interagissant avec AlF et/ou Apaf- 1 ou en protégeant les protéines
nucléaires clivées par casp-3. HSP27 peut bloquer I'activation des caspases par son action sur la F-actine, Bid,
ROS ou cytochrome C. HSP27 entraine également la dégradation des protéines 1-kB par le protéasome. (—,

stimulation; , inhibition) d’apreés [219].

B) Réles dans I’apoptose
HSPAL1 représente I’HSPs la plus active dans la régulation de la survie
cellulaire en assurant I’inhibition du processus de mort programmé par apoptose (figure 26).

HSP70 agit au niveau de la voie intrinséque de I’apoptose [220]. HSP70 empéche le
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recrutement de la procaspase 9 par I’apoptosome et ainsi prévient 1’activation de caspase
initiatrice 9 [221]. HSP70 pourrait aussi inhiber la libération du cytochrome ¢ [222]. Hsp70
bloque 1’apoptose aussi en amont de 1’apoptosome. HSP70 agit sur JNK et Mcl-1 [223], en
inhibant le transfert et la fixation de Bax sur la membrane mitochondriale externe, empéchant
ainsi la perméabilisation et la libération dans le cytosol de cytochrome ¢ et d’AiF [224].
HSP70 inhibe également Bax en protégeant Mcl-1 de la protéolyse.

HSP70 inhibe aussi I’apoptose indépendante des caspases [224, 225]. En effet, elle empéche
la translocation nucléaire d’Apoptosis Inducing Factof (AIF) et inhibe ainsi la condensation
chromatinienne. En outre, HSP70 peut aussi inhiber la perméabilisation de la membrane

lysosomale, ce qui constitue un d’autre mécanisme de contréle de I’apoptose [226, 227].

C) Rdles dans le cancer
Une étude récente suggere que HSPAL joue réle extracellulaire pour
assurer la croissance tumorale [228]. En effet, HSPAL active la voie de signalisation de NF-
kB par liaison aux récepteurs Toll-like receptor 2 et 4 (TLR2 et TLR4). Grace a sa capacité a
prévenir 1’apoptose, HSP70 est surexprimée dans les cellules cancéreuses, elle les protége
contre la mort induite par de nombreux agents anticancéreux [229]. Son expression dans les

cancers est associée a la malignité et a un faible pronostic [230].

D) Réles dans la différenciation

HSP70 joue également un réle dans les processus de différenciation [219].

6.2.1.2 HSPA2

Chez I’homme, cette protéine est codée par un geéne localisé au locus
14924.1. HSPA2 est surexprimée dans les testicules et le cerveau avec une expression tres

faible et constitutive dans les autres organes [231].

Dans le testicule, la régulation de HSPA2 est trés active durant la phase méiotique de la
spermatogenése. L’invalidation de HSPA2 chez des souris méles induit leur stérilité en raison
d’une apoptose massive des spermatocytes [232]. Des études cliniques confirment le role
potentiel de HSPA2 dans l'infertilité masculine humaine. En effet, le niveau de HSPA2 est
plus faible dans le plasma séminal de patients infertiles que des patients fertiles [233, 234].
Le protéome du sperme des patients infertiles a révélé une diminution d’expression de HSPA2

dans les spermatozoides. Ceci altére I’interaction sperme-ceuf [235].
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- Régulation de I’expression de HSPA2 dans le testicule

Outre la régulation par les facteurs de transcription HSF1 et HSF2 (voir plus
loin), ’expression de HSPA2 est regulée par plusieurs protéines, en particulier par la protéine
HLA-B-associated transcript3 (BAT3) [236]. En effet, I’inactivation conditionnelle de Bat3
chez la souris entraine une apoptose généralisée des cellules germinales méiotiques et
l'infertilité masculine. Les souris déficientes en BAT3 n’expriment plus la protéine HSPA2
dans les testicules et ce a tous les stades de la spermatogenése. Toutefois, I’ARNm de
HSPA2 garde son niveau normal. Une explication possible est que BAT3 induit la
polyubiquitination de la protéine HSPAZ2, ce qui entraine sa dégradation par le protéasome.
Une autre protéine régule 1’expression protéine HSPA2. La protéine de liaison dARN Human
antigen R (Hur) assure la régulation post-transcriptionnelle de HSPA2 au cours de la
spermatogenese [237]. Hur controle le stockage, la stabilité et la traduction de I’ARNm de
HSPA2. En effet, ’invalidation conditionnelle de géne Hur dans les cellules germinales
entraine une diminution de I’expression de HSPA2 entrainant la stérilité chez les males, mais
pas chez les femelles. Les males présentent une azoospermie en raison de la mort massive de

spermatocytes méiotiques et de I'échec de I'allongement des spermatides.

6.2.1.3 HSC70t/ HSPA1L

Dans les testicules, cette protéine est exprimée par les cellules
germinales, pendant la phase post-méiotique de la spermatogenése [238]. Cette protéine est
exprimée principalement dans les spermatides allongées [239]. Le rble dans la
spermatogenese de cette protéine non inductible reste obscur, mais elle pourrait étre impliquée
dans le maintien du testicule a une température plus basse que le reste de 1’organisme. Le

seul autre tissu ou I’on peut trouver HSC70t est 1’épithélium olfactif murin ou humain [240].

6.2.1.4 HSC70/HSPAS

Cette protéine ubiquitaire est I’homologue constitutif de HSP70
(Cognate HSP70). Elle a une localisation cytoplasmique, mais aussi nucléaire [213]. Son
expression est trés peu induite par un choc thermique. Elle joue un réle dans de nombreux
processus cellulaires. Hsc70 inhibe I'expression et le fonctionnement du canal sodique a la
surface apicale de I'épithélium en régulant a la fois sa biogénése et son trafic a la surface des
cellules [241].
La methylation de Hsc70 par le méthyltransferase METTL21A modifie sa fonction de
protéine chaperone [242]. En effet, la triméthylation de HSPA8 (Hsc70) modifie I'affinité de
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cette protéine pour les deux formes monomere et fibrillaire de la protéine a-synucléine
associee a la maladie de Parkinson.

HSC70 régule I’apoptose par I’interaction avec glioma pathogenesis-related protein 1
GLIPR1. Cette interaction entraine la déstabilisation de SP1 et c-Myb, deux facteurs de
transcription de deux protéines qui inhibent 1I’apoptose: AURKA et TPX2 [243].

Dans le testicule de lapin, le niveau de son expression ne se change pas au cours du
développement. HSC70 est localisée principalement dans les spermatides aux stades VII-VIII
et dans le cytoplasme de la spermatogonie [244]. HSC70 est sensible au stress [245]. En effet,
I’augmentation de température entraine la surexpression de HSC70 dans les testicules des

lapins.

6.2.2 La Famille des petites protéines de stress (Small
Hsps)

6.2.2.1 Généralités

Ce sont des protéines de choc thermique de faible poids moléculaire
(entre 15 et 30 kDa) (voir tableau 8).

Small HSP Class Heat induction Preferential tissue Transcription factor family Transcription factor family
distribution Tissue specificity/development Stress/diseases
HSPB1/Hsp27 1 Yes Ubiquitous - HSF - HSF
- BRN3 - ER, SP1
- ATF
- LEDGF
- BRN3
- HIF
HSPB5/aB-crystallin 1 Yes Lens/heart/muscle - Pax, large Maf, BRG1/HMGA? - HSF
(LSR-promoter region) - NFAT/HSF1
-S0X - NFAT/STAT/Nished
- GR (aBE1P) (BE4)
- AhR (edge aBE2") - ETS
- SP1 (edge «BE3") - LEDGF
- SRF (aBE4P)
- MyoD, USF (MRF)
HSPB6/Hsp20 | No Heart/skeletal muscle ?
HSPB8/Hsp22 | Yes (cell type dependent) Heart/muscle/brain - HSF - HSF
-ER
HSPB4/aA-crystallin 1 No Lens - USF ?
- Large Maf, Pax
- AP1/CREB
- aA-CRYBP
HSPB2/MKBP 1l No? Heart/skeletal muscle - GR (aBE1") - HSF?

Tableau 8. Les différentes protéines de la famille des petites protéines de choc thermique
(HSPB). D apres [246].
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Les protéines de cette famille sont abondantes et ubiquitaires. La famille des sHSPs est celle
qui présente la plus grande hétérogénéité de structure et une plus faible homologie de
séquence entre les membres de cette famille [247]. Elles sont cependant caractérisées par la
présence d’une séquence commune d’une centaine d’acides aminés trés conservés au sein de

cette famille appelée domaine a-cristallin [248] (figure 27).

P PP 67 149 175
aB -crystallin | |
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Figure 27. Structure générale des SHSP. D apres
(http://theses.ulaval.ca/archimede/fichiers/22332/ch01.html)

Les sHSPs contribuent a la résistance au choc thermique [249] ainsi qu’a la protection
d’autres stress, elles jouent ainsi un role crucial dans la survie cellulaire [250, 251]. Comme
les autres HSPs précédemment décrites, elles assurent également la fonction de chaperon
moléculaire [252, 253]. Contrairement aux autres HSPs, les sHSPs opérent sans utiliser

I’ATP.

6.2.2.2 HSPB1(HSP27)

6.2.2.2.1 Structure et expression
C’est la petite protéine de choc thermique la plus largement étudice.
C’est une protéine de 27 kDa contenant le domaine a-cristalline commun a toutes les small
HSP et des régions C et N terminales différentes. Le domaine a-cristalline comprend
notamment une région située entre les résidus 133 et 144 essentielle au contact entre les
monomeres. Dans cette région, le residu Cys137 contribue a la stabilité des dimeres par
formation de ponts disulfures [254]. L’extrémité N-terminale, en particulier le motif WDPF,

assure la stabilisation des oligomeres [255]. La queue C-terminale participe aussi a la
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stabilisation des complexes par des interactions polaires dues a ses charges négatives [256].
Elle est fortement induite en réponse a un stress cellulaire et s’accumule plus lentement que
HSPA, ce qui fait d’elle une HSP dite « tardive » [257]. HSP27 est ubiquitaire. Son niveau
d’expression basal est relativement faible, mais présente une grande variabilité selon le type

cellulaire.

6.2.2.2.2 Activation de HSPB1

En absence de stress, HSPB1 a une distribution cytoplasmique [258].
Elle semble cependant étre majoritairement concentrée dans la région périnucléaire [251].
Lors d’un stress, elle peut étre transportée vers le noyau de maniére transitoire [259]. En
réponse a un choc thermique, le facteur de transcription HSF-1 est activé pour se lier aux HSE
(Heat Shock Element) d’HSPB1 entrainant son activation sous la forme d’oligoméres dont la
taille varie de 50 a 800 kDa [260].
La protéine HSP27 humaine peut étre phosphorylée au niveau de trois résidus sérine distincts:
Ser15, Ser78 et Ser82 [261]. Un autre site mineur de phosphorylation, le résidu Thr143 a été
également identifié [262]. La phosphorylation d’HSPB1 est assurée principalement par la voie
de la p38 MAP kinase. Les trois résidus sérine d’HSPB1 sont phosphorylés par les kinases
MAPKAP2 et MAPKAP3, elles-mémes activées par phosporylation par la MAPK p38 [261,
263, 264]. La phosphorylation d’HSPB1 par la voie p38 peut étre induite par de nombreux
stimuli, dont le stress thermique, le stress oxidatif et I’exposition a des agents chimiques.
L’exposition a un stress induit une phosphorylation rapide d’HSPB1 et des changements dans
son état d’oligomérisation suivie d’une accumulation de la protéine sous forme de petites
oligomeres [265]. Mais in vivo, coexistent des structures oligomériques de diverses tailles, ce

qui suggére que d’autres mécanismes pourraient réguler 1’oligomérisation d’HSPB1 [266].

6.2.2.2.3 Fonctions

- Roéle de protéine chaperonne

HSPBL1 joue un rdle de chaperon moléculaire lui permet de lier un
grand nombre de protéines dénaturées, et donc de prévenir la toxicité due a la formation
d’agrégats protéiques [258]. Elle protege le cytosquelette, et plus précisément les
microfilaments d’actine [267]. Plusieurs études ont montré que la surexpression d’HSPB1 en
conditions de stress telles que I’hyperthermie ou 1’exposition a des agents oxydants, conduit a
la stabilisation des filaments de F-actine, et donc a la protection de 1’architecture cellulaire
[268].
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En plus de son activité de protéine chaperonne, HSPB1 empéche 1’apoptose en protégeant la

cellule contre différent stimuli apoptotiques.

- Régulation de I’apoptose par HSPB1 (figure 28)

HSPBI1 régule négativement 1’apoptose [229, 269]. En effet, I’inhibition
d’HSPB1 dans des cellules de cancer de la prostate induit 1’apoptose via ’activation de la
caspase 3 [270]. HSPB1 peut interagir avec la voie intrinséque, mais aussi la voie extrinseque
de I’apoptose. Dans la voie intrinséque, HSPB1 se lie au cytochrome ¢ et bloque ainsi la
formation de I’apoptosome [271, 272]. HSPB1 inhiberait la libération du cytochrome c, en
empéchant la relocalisation du facteur proapoptotique BAX vers la mitochondrie [273, 274].
Une autre étude suggére qu’HSPBI1 prévient 1’activation de caspase 3 [275]. Le mode
d’action d’HSPBI1 vis-a-vis de cette voie apoptotique reste controversé, puisque des résultats
contradictoires montrent que 1’aB-crystallin peut interagir avec le cytochrome c, mais pas
HSPBL1 [276].
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Figure 28. Modulation de I’apoptose par HSPB1 (HSP27). D aprés [277]

HSPB1 empéche I’activation de Bax par interaction avec la voie de la phosphatidylinositol-3
kinase (PI3K) et activation de la kinase Akt [278]. Au niveau de la mitochondrie, HSPB1
inhibe également la libération la molécule proapoptotique Smac, qui est un inhibiteur des
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protéines IAPs (Inhibitor of apoptosis proteins) [279]. HSPBL1 agit aussi au niveau de la voie

extrinséque de 1’apoptose par inhibition de la liaison de FasL a son récepteur [280].

HSPBL1 s’associe a la protéine Daxx empéchant ainsi la liaison d’ASK1 avec Fas [279, 281].
HSP27 a une fonction antioxydante capable de réduire le taux de ROS (Reactive oxygen
species) et de neutraliser les effets toxiques des protéines oxydées suite a un stress oxydant

[282].

1.4 Les motifs consensus Heat Shock Element-HSE

L’utilisation de la technique d’Immunoprécipitation de la Chromatine (ChlP) et
des outils bioinformatiques ont permis de définir le motif HSE lié par HSF1:
nNTTCnnGAANNTTC (Figure. 31) [283]. Ces travaux indiquent que la guanidine dans le
triplet NnGAAnN constitue le nucléotide le plus conservé du motif. De méme, le triplet de
nucléotide TTC en 5’ est séparé du GAA par une paire de pyrimidine-purine. Le triplet de
nucléotide TTC en aval du GAA est précédé de deux nucléotides non conservés.
L’organisation en cluster et la proximité du site initiation de la transcription de ces HSE

varient selon les Hsps.
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Figure 29. Représentation du motif HSE. D apres [284].

1.5 Les facteurs de transcription du choc thermique

Le mécanisme de régulation inductible en réponse a un stress est conservé de la
bactérie a ’homme. L’identification de facteur de transcription du choc thermique chez la

levure a permis d’isoler les orthologues chez la drosophile puis chez les mammiferes et les
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plantes. Un seul Heat shoch factor (HSF) a été identifié dans le génome d’espéces telles que la

drosophile, la levure ou le ver.

En revanche, quatre génes HSF ont été clonés chez les vertébrés: HSF1, HSF2, HSF 3 et
HSF4. Les facteurs HSF1 et HSF2 sont exprimés de maniére ubiquitaire dans de nombreux
tissus et types cellulaires. HSF3 est connu jusqu’a présent uniquement dans des cellules
aviaires [285]. Ces derniéres années, deux autres facteurs, HSF4 et HSF5, ont été idintifiés
dans le génome des mammiféres [286]. Enfin, chez les plantes, la famille des HSFs comprend

de nombreux membres et variants [287].

Les HSFs sont relativement bien conservés au cours de 1’évolution. Leur structure contient

plusieurs domaines principaux [288] (Figure 30):

1 16 123 137 212 38&!1? 438 529
HSF1a | -
1 16 123 137 212 38216 507
HSF1B | L
18 112 126 201 36';393 410 536
HSF2a [ ]
18 112 126 201 360 392 518
HSF2B | | |
1 19 123 137 21% 246 290 463
HSF4a (
1 19 123 137 213 246 320 493
HSF44
Domaine de liaison a 'ADN (DBD)
Répétitions hydrophobes impliquées dans l'oligomérisation
Répétitions hydrophobes
Région spécifique de I'isoforme

Figure 30. Structure des différents HSFs humains. Adapté d’aprés [288].
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6.2.3 La protéine HSF1

6.2.3.1  Structure

En réponse au stress, HSF1 semble le principal facteur d'activation
transcriptionnel chez les mammiféres. En effet, la déficience pour le géne Hsfl abolit
totalement l'induction de I'expression des principales HSPs aprés un choc thermique ainsi que
la thermotolérance [289, 290].

HSF1 est composé de plusieurs domaines auxquels une fonction spécifique est attribuée : un
domaine de liaison a I'ADN, un second responsable de la trimérisation de HSF qui est une
étape nécessaire a son activation, un troisieme permettant l'activation transcriptionnelle et,
adjacent a ce dernier, une séquence dont le role semble étre de supprimer 1’activité de HSF

par le biais d’une liaison avec le domaine de trimérisation [291](figure 31).

M@ s G G GO

Figure 31. Structure de HSF1 et ces différents sites de phosphorylation. Domaine de liaison a
I’ADN (DBD), domaine de trimérisation ((HR A, B et C), domaines de transactivation (RD et AD1/2). Toutes les

modifications post-traductionnelles connues sont indiquées. Une phosphorylation en position 303 (Ser)
dépendant de la sumoylation. D apres [284].

6.2.3.2 Reégulation du facteur HSF1

La compréhension des évenements régissant le cycle d'activation-
désactivation de HSF1 a révélé que les chaperons moléculaires tels que les Hsp70 semblent
jouer un role direct dans la régulation de leur propre expression [292]. Ainsi, la forme
monomérique de HSF1 est titrée dans le cytoplasme par différents facteurs cellulaires. Cette

idée repose sur le fait que la surexpression de HSF1 dans des cellules en culture, active de
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maniere constitutive la réponse au choc thermique [293]. Un rétrocontrole négatif a été établi
impliquant le complexe de HSP70/HSP40 sur la base de recherche d’interactions
protéine/protéine.

Une protéine chaperone exprimée de maniere abondante et ubiquitaire, HSP90, est également

associée a ce complexe multichaperone répresseur de ’activité HSF1 (figure 32).

D’autres facteurs intervenant également dans ce cycle de régulation ont été décrits, tel le
facteur HSBP1 (heat shock factor binding protein 1) [294]. Les connaissances portant sur les
facteurs de régulation négative de HSF1 évoluent rapidement, mais celles concernant les

activateurs sont peu avancees.
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Figure 32. Modele de régulation du facteur HSF1. En condition physiologique, HSF1 est sous forme

de monoméres et son activité est réprimée par les sites phosphorylés: Ser303, Ser307, Ser363. Suite a
linduction d’un stress, [’état de phosphorylation du site Ser230, induit I’activité transactivitrice de HSFL.
D’apres [284].

6.2.3.3 Modifications post-traductionnelles de HSF1

Les modifications post-traductionnelles observées au niveau de la
protéine HSF1 sont impliquées dans le maintien d’HSF1 soit sous forme de monomere a ’état
inactif dans le cytoplasme, soit sous forme de triméere a 1’état actif (1i¢ au motif HSE) dans le

noyau.
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La forme activee de HSF1 a été corrélee a des modifications post traductionnelles
importantes, notamment par phosphorylation [295]. Le groupe de Léa Sistonen [284, 296] a
montré que la capacité a se fixer sur ’ADN d’HSF1 et son activité transcriptionnelle était li¢e
a la lysine 298. La sumoylation de ce site est dépendante de la phosphorylation de deux
Sérines, Ser303 et 307 qui se trouvent a proximité de la Lys298. La Serine 230 phosphoryléee
a été identifiée comme un site activateur de HSF1 [296, 297]. Néanmoins, 1’introduction
d’une mutation ponctuelle remplacant la serine 230 par la lysine dans des fibroblastes Hsf1 -/-
n’abolit pas complétement 1’activité de la protéine. Ces données suggerent que d’autres
modifications post- traductionnelles puissent étre impliquées dans la régulation de I’activité
transcriptionnelle du facteur HSF1. D’autres modifications post-traductionnelles de HSF1

sont mentionnées dans le tableau 9.

Modification Enzyme Effect References
Ac-K80 p300/SIRT'1 Inhibitory 98
Ac-K116 p300/SIRT1 ? 98
Ac-K118 p300/SIRT1 ? 98
Ph-S121 MAPKAPK2 Inhibitory (promotes Hsp90 binding) 83, 164
Ac-K126 p300/SIRT1 ? 98
Ph-T142 CK2 Inhibitory 84
Ac-K148 p300/SIRT1 ? 98
Ac-K157 p300/SIRT1 ? 98
Ac-K208 p300/SIRT1 ? 98
Ph-S216 Plk1 Promotes mitotic progression 86
Ac-K224 p300/SIRT'1 ? 98
Ph-5230 CamKII Stimulatory 90
Ph-5292 ? ? 83
Su-K298 Ubc9 Inhibitory 94, 95, 165
Ac-K298 p300/SIRT'1 ? 98
Ph-S303 MAPK Inhibitory (promotes K298 sumoylation) 82, 166, 167
GSK3[3
Ph-5307 MAPK ? 82,91, 168
Ph-S314 ? ? 83
Ph-5319 ? ? 83
Ph-S320 ? ? 85
Ph-T323 ? ? 85, 87
Ph-S326 ? Stmulatory (promotes Daxx binding) 89
Ph-5344 ? ? 83
Ph-S363 PKC, JNK Inhibitory 167, 169
Ph-T367 ? ? 88
Ph-S368 ? ? 88
Ph-T369 ? ? 88
Ph-S419 PLK1 Sdmulatory 170
Ph-S444 ? P 83
O-glycosylation ? ? 171

Tableau 9. Les régulations post-traductionnelles de HSF1. D apres [296].
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6.2.3.4 HSF1 et les processus biologiques

La fonction de HSF1 chez la souris dans la réponse au stress, a été
démontrée grace a la génération de souris KO et transgéniques. Ces différents modéles
génétiques générés par differents groupes [290, 298, 299] ont, notamment, révélé la fonction

de HSF1 dans la croissance cellulaire, le développement embryonnaire et la reproduction.

- HSF1 dans le testicule
Dans la majorité de types cellulaires, la surexpression d’HSF1 protége ces
cellules contre la mort par apoptose. Paradoxalement, HSF1 joue un role inverse dans le
testicule. En effet, I'activation constitutive de HSF1 dans les cellules germinales males induit
I'infertilité masculine résultant soit d'une action directe HSF sur la mort des cellules

germinales [300-302] ou via une diminution d’expression de HSPA2 [303].
a) Effet direct de HSF1dans I’apoptose des cellules germinales

HSF1 induit la mort des cellules germinales en modifiant 1’expression
de plusieurs protéines comme celles de la famille Bcl2 (BAD, BAX), TP53, caspase-3,
caspase- 8 ainsi que les protéines qui interagissent avec récepteurs de mort (ex: FADD) [301].
Les cellules germinales méiotiques chez les souris transgéniques HSF1 sont arrétées au stade
pachytene avec une augmentation significative de leur apoptose. Chez les souris de type
sauvage, une exposition a la chaleur provoque l'activation de HSF1 et des modifications
histologiques similaires a celle des souris males transgénique. L'analyse histologique du
testicule des souris surexprimant HSF1a montré une dégénérescence massive de I'épithélium

séminifeére. La lumiére des tubules est déepourvue de spermatides et des spermatozoides [302].
b) Effet indirect de HSF1dans I’apoptose des cellules germinales

Il est possible que la surexpression de HSFlentraine D’infertilité
indirectement en diminuant I’expression de HSPA2 et Hsc70t ainsi que d’autres protéines
importantes pour le bon déroulement de la spermatogenése: histone H1t (H1t), pyruvate
dehydrogenase E1 alpha 2 (Pdha2), lactate dehydrogenase C (Ldhc), proacrosin (Acr),
phosphoglycerate kinase 2 (Pgk2), sperm 1 POU-domain transcription factor (Sprm1), cyclin
Al (Ccnal) [303].

En utilisant la technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) combinée avec des
puces de promoteur (ChIP on chip), 1’équipe de Widtak a montré que la mort cellulaire

associée a l'induction d’HSF1 est provoquée par la répression simultanée de plusieurs genes
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nécessaires a la spermatogenese, parmi lesquelles, des genes codant pour des protéines
nécessaires a la division cellulaire, impliquées dans la maturation des ARN et la biogenése de
piIARNs [304]. Ce mécanisme permettrait I'élimination des cellules endommagees lors d'un
stress. La dérégulation de I'expression des piARNs entraine la surexpression des

rétrotransposons (principalement Line-1) [305, 306] et ainsi une instabilité chromosomique.

6.2.4 La protéine HSF2

6.2.4.1 Structure

HSF2 posséde un domaine d'activation relativement fort a I'extrémité
carboxy-terminale, qui est régulé négativement par un domaine adjacent. Des domaines de
régulation supplémentaires faibles d’activation ont éte trouvés dans la région interne de HSF2
[288] (voir figure 33).

1 S

N

30 S303/7 S363 529

____ ADl AD2 ,
regulatory transcriptional
domain (RD) activation

u

hHSF1-a

|

1 536
hHSF2-a. ussssmmns
! - L J L L J L J
RD AD RD RD AD
S I O
DNA-binding domain (DBD)
Isoform-specific region

— Hydrophobic oligomerization repeat (HR-A/B)
I Hydrophobic repeat (HR-C)

Figure 33. Structure de HSF1 et HSF2. D apres [288].

6.2.4.2 HSF2 et les processus biologiques

HSF2 joue un r6le important lors du développement embryonnaire,
durant la différenciation cellulaire et Il'inhibition du protéasome dépendant de l'ubiquitine
[291]. HSF2 est actif pendant I'embryogenése et la spermatogenése. L’invalidation d’HSF2

chez la souris n’entraine pas la létalit¢ embryonnaire, mais les souris males HSF2 (-/-)
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souffrent de défauts de fertilité avec une apoptose des spermatocytes en développement et une
diminution de la taille des testicules. Les femelles HSF2 (-/-) montrent des défauts graves de
fertilité: une production d'ovocytes anormaux, une réduction du nombre des follicules
ovariens, la présence de follicules kystiques hémorragiques et des défauts de réponse aux
hormones [307, 308].

Une mutation (R502H) dans la séquence de HSF2, a pour conséquence la perte compléte de
sa fonction chez les patients atteints d'azoospermie entrainant la diminution d’expression de
HSPA2 [309]. Ces résultats confirment I’implication d’HSF2 dans la pathogenése de

I'azoospermie. HSF2 pourrait étre une cible thérapeutique potentielle.

Le groupe de Léa Sistonen a montré que la voie de miR18a-HSF2 pourrait jouer un role clé au
cours de la maturation physiologique des cellules germinales [310]. En effet, I’expression de
HSF2 et de miR-18a présentent une corrélation inverse au cours de la spermatogenése.
L'inhibition de I’expression de miR-18a dans les tubes séminiféres entraine une augmentation
de I’expression de la protéine HSF2 et une altération de l'expression de ses génes cibles. MiR-
18a et HSF2 sont co-localisés dans les spermatocytes pachytenes au début de la méiose et

dans les spermatides rondes post-méiotiques.
- Régulation du choc thermique par HSF2

HSF2 participe a la régulation transcriptionnelle de la réponse au choc thermique. En effet,
certains genes des cellules en mitose gardent leurs régions promotrices non compactées, un
phénomeéne appelé: « bookmarking ». Parmi ces génes HSP70, grace a la fixation d” HSF2 sur
son promoteur, garde sa chromatine dans un état décondensé [311]. Ce processus est
nécessaire afin que HSF1 atteigne des niveaux maximaux d'occupation du promoteur de
HSP70 [312]. HSF2 est aussi capable de moduler I'expression des genes HSPs par
I’intermédiaire de HSF1.

1.6 Interactions fonctionnelles entre les HSFs

Dans la lignée germinale méle, il existe une « coopération » entre HSF1 et HSF2
(voir figure 34). Une mutation unique de HSF1 ou de HSF2 n’entraine pas de trouble majeur
de la spermatogénése et n’affecte pas la fertilité des males [307, 308]. En revanche, dans le

contexte du double knock-out Hsf1/Hsf2 [313], on observe une dégenérescence sevére des
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tubes séminiferes. Ces animaux déficients pour les deux facteurs sont stériles et ne produisent
plus de spermatozoides. La nature de la coopération entre HSFlet HSF2 reste a définir. Il

reste a déterminer si les HSFs interagissent ou s’antagonisent pour réguler la spermatogenése.

HSF1 %m %
Stress Development
é

HSF1 HSF2
activation activation
HsFl ' ‘
trimer HSFI-HSF2

heterotrimers

Figure 34. Les différentes interactions entre HSFs aboutissent a des régulations

transcriptionnelles distinctes. En réponse au stress, HSF1 est activé entrainant la formation d’un
hétérotrimére HSF1-HSF2. Lors de stress d0 au choc thermique, le niveau de HSF2 est diminué ce qui limite la
formation de [’hétérotrimére par faible disponibilité de HSF2. L’activation de HSF2 est réalisée par la
conversion d'un dimere en trimere. Dans certains processus de développement, tels que la spermatogenése, les
niveaux d’expression de HSF2 sont élevés dans des cellules spécifiques, conduisant a I'activation de HSF2. La
surexpression de HSF2 induit alors la formation d’un hétérotrimére avec HSF1. Il a été suggéré que la

hétérotrimérisation HSF1-HSF2 constitue un interrupteur qui intégre I'activation transcriptionnelle en réponse
a stimuli spécifique. D apres [277].
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7. Les effecteurs épigénétiques

7.1 Généralités

La premiére définition du terme épigénétique fut donnée en 1942 par Conrad
Waddington, professeur de génétique a 1’Université de Aberdeen: « Si l'on compare
I'élaboration d'un étre vivant a la construction d'une maison, les genes permettent la synthése
des briques (..) mais lI'agencement de ces briques, le nombre de briques a fabriquer a un
moment donné ne sont pas le ressort du code génétique, et dépendent de processus cellulaires
interactifs. »

(.1.1 L’épigénétique

L’épigénétique  désigne I’étude:  « des modifications transmissibles et
réversibles de I'expression des genes ne s'accompagnant pas de changements des séquences
nucléotidiques». Elle ne remet pas en cause I’importance de la génétique mais la compléte.
L’ADN reste le vecteur essenticl de transmission héréditaire mais les modifications
épigénétiques régulent I’expression ou I’inactivation du code génétique et peuvent, elles aussi,
se transmettre d’une génération a 1’autre (épigénétique trans-générationelle). La découverte et
la compréhension de 1’épigénétique est cruciale dans la compréhension du fonctionnement du

vivant.

7.1.2 Les différentes formes de régulation épigénetique

Il existe trois grands types de régulations épigénétiques (figure 35) :
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Figure 35. Les différentes formes de régulation épigenétique. D apreés [314].



Les deux premiers mécanismes influencent directement sur la structure de la chromatine (la
structure nucléoprotéique contenant I’ADN;

i) Le premier est constitué par les modifications directes de I'ADN : la méthylation de 'ADN
i) Le second est constitué par des modifications post-traductionnelles au niveau des queues
des protéines histones (ex. acétylation, méthylation, sumoylation, ubiquitination)
iii) Le troisiéme mécanisme régule 1’expression du géne apres sa transcription, il s’agit des
microARNS. Ces petits ARNs entrainent la dégradation des transcrits ou la répression de sa

traduction.

Au cours de mon travail de thése, je me suis focalisé sur 1’étude des microARNs dans le
testicule. Dans ce chapitre bibliographique, je ne développerai que cet aspect des régulations

épigenetiques.

7.1.3 Les Petits ARN (non codants) régulateurs

Le transcriptome des mammiféres est trés complexe incluant un grand
nombre de petits (SncCRNA) et de grands (IncRNA) RNA non codants [315], ¢’est-a-dire ne
codant apparemment pour aucune protéine. Ces ARNs ont une taille de 20 a 300 nucléotides

et sont impliqués dans de nombreux processus cellulaires tels que:

sncRNA : répression génique, protection du génome contre les virus et les transposons.
INcRNA : régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle des genes, régulation de
I’expression des geénes tissu spécifique, régulation de la distribution subcellulaire des genes et

de la régulation de 1’expression lors du développement.

Les petits ARN (sncRNA) ont une taille entre 18 et 32 nucléotides. lls sont classés en trois

groupes selon leur fonction et leur biogenese (tableau 10).

mi-RNA Endo-siRNA Pi-RNA

Fonction Suppression de la Clivage et Regulation des éléments
traduction de la cible | déstabilisation des transposables
MRNA mRNA cibles

Taille 20-30 20-30 24-31

(nucléotides)

Précurseur Précurseur RNA de Grand précurseur Long ARN sens et anti-
70 nucléotides simple | double brin formé soit | sens provenant des
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brin replié en épingle
a cheveux (pri-miR)

par hybridation inter
moléculaire de deux
brins d’ARN
complémentaires ou
intra moléculaire

régions riches en
séquences repetitives

Biogenése Dépendante de Indépendante de Indépendante de
DROSHA DROSHA DROSHA
Dépendante de Dépendante de DICER | Indépendante de DICER
DICER
Tableau 10. Classement des petits ARN (SNncRNA).
7.1.3.1 Les ARNs interférents (siARNS)

Les sSiARNs (small interfering RNA) sont des petits ARN double-brin
d’environ 21 nucléotides dont les deux brins sont parfaitement complémentaires sur environ
19 nucléotides. Ils comportent 2 nucléotides libres a chacune de leur extrémité 3’. Le
nucléotide situ¢ a I’extrémité 5° est phosphorylé pour permettre son interaction avec les
protéines Ago (protéines appartenant a la famille Argonaute), les seuls facteurs qui
interagissent directement avec les siARNs et miARNs [316, 317]. Un siARN mature est

illustré par la Figure 36.

endo-SiRNA lool
(intergenic repetitive elements, pseudogenes and endo-siRNA. clusters)
1 Transcription 1 Transcription 1
FoAchah SRS N =n—n
endo-3IRNA precurson
Cis-OsRNA Yans-diRNA Harpin-type
= i /‘\;\_/
A Nudeus
1]
................................. \ Cytoplasm
Exogencus dsfNA
N 2 “#)
)
TFé-’CrPACT’ Tib?ch‘fT
! o
GO GO AGO2 ) (AGO2
@ &S
exo-5RNA endo-SRNA

Figure 36. La voie de la biogénese des siARNS. D aprés [318]. Les longs ARNdb sont clivés en siRNAs

par la Rnase Il Dicer au sein d’un complexe protéique contenant également TRBP et/ou PACT. Le recrutement
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d’AGO2 ou sa présence préalable au sein du complexe Dicer-TRBP et/ou PACT, permet de former le complexe
pre-RISC qui est activé par le clivage du brin « passager » par AGO2, initiant son élimination du complexe. Le
complexe RISC activé s’associe a I’ARNm cible grdce a I'appariement du brin guide du siRNA au niveau de la
séquence complementaire de I’ARNm. AGO?2 clive I’ ARNm cible au centre de la région appariée entre le siRNA

et ’ARNm.

7.1.3.2 Les piARNs

Une deuxiéme catégorie majeure de petits ARN régulateurs est celle
des piIARN (PIWI Interacting RNA, ici PIWI signifie P-element Induced WImpy testis).
Plusieurs aspects de leur genese et de leur mode d’action font que les piARNSs constituent un
groupe nettement distinct des deux autres groupes (SiIARN et miARN). Leur taille est plus
grande, elle varie de 21 a 31 nucléotides. Leur voie de biogenese ne dépend pas de la protéine
Dicer, mais des protéines PIWI, une sous-famille de la famille Argonaute qui n’existe que
dans le régne animal et dont I’expression est restreinte aux lignées germinales chez les
mammifeéres (figure 37). La fonction des piRNAs dépend aussi des protéines PIWI et ils sont

impliqués dans I’inhibition des éléments transposables dans les lignées germinales [319].

Miwi2
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Figure 37. Schéma de la biogenése des piARNS. D’aprés [319]. Les précurseurs simple-brin des

PIiARN sont transcrits a partir des clusters de piARN riches en séquences d’éléments transposables, ils sont

ensuite exportés dans le cytoplasme ou ils interagissent avec les différentes protéines membres de la sous-famille

97



PIWI afin de dégrader les transcrits sens et antisens des éléments transposables par le cycle Ping-Pong et de
s ’‘amplifier en méme temps. Chez la souris, les complexes des piARN et protéines PIWI, ont été décrits comme

facilitent la méthylation des rétrotransposons [320, 321].

La régulation par les piARNs est considérée comme un mécanisme de défense contre les

¢léments transposables afin de maintenir I’intégrité du génome dans les lignées germinales.

7.1.3.3 Les miIARNS

7.1.3.3.1 Découverte des miARNSs
Les miARNSs ont été découverts en 1993 [322]. Un criblage génétique

chez le vers C.elegans avait permis d’identifier le géne Lin-4 comme étant un répresseur de
lin-41, un facteur essentiel dans le développement embryonnaire. Malgré sa fonction évidente,
Lin-4 ne codait pas pour une protéine, mais plutét pour deux petits ARN. L’un mesurait 22
nucléotides et 1’autre, qui semblait étre le précurseur mesurait 61 nucléotides de long. Le
mécanisme d’inhibition était de type antisens, puisque la séquence de 22 nucléotides avait une
certaine complémentarité pour la région 3’ nontraduite (3’NTR) de I’ARNm codant pour Lin-
41. Le phénoméne d’interférence par de petits ARN semblait étre spécifique de C.elegans.
Sept ans plus tard, I’équipe de Dr. Ruvkun identifia let-7, qui était aussi un petit ARN de 21
nucléotides [323]. Toutefois, ce petit ARN était conservé a travers différentes especes,
incluant les vertébrés et, plus spécifiquement, la Drosophile et le poisson zébré [324]. Puis,
I’analyse a grande échelle du génome a permis d’identifier des petits ARN endogenes chez
nombreuses espéces et de montrer 1’universalité des miARNs. Depuis, la version 19 de
logiciel miRBase a recensé des données pour 25141 séquences de miARNs matures pour 193

espéces d'organismes [325].

Aujourd'hui, nous avons une idée plus précise de la fonction et du réle miARNs dans la

régulation de I'expression des genes nécessaires a plusieurs processus physiologiques.

7.1.3.3.2 Définition des miARNs
Les miARNs (microARNS) sont une autre population de petits ARN
régulateurs qui est similaire a celle des siARNs en terme de structure biochimique mais
différe par leur biogenese et leur mode d’action. Globalement, un duplex miARNs mature

présente une région appariée d’une vingtaine de nucléotides, des extrémités 5’ phosphorylées
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et deux nucléotides libres en 3” de chaque brin. Toutefois des mésappariements sont presque

toujours présents au sein de la structure double-brin (Figure 38).

. : Brin Guide

1)
B\ ~
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Figure 38. Représentation de la structure d’un duplex miARN. L hybridation entre les 2 brins d’un

miARN n’est pas compléte, des mésappariement existent.

7.1.3.3.3 Biogenése des miARNSs
La biogenése des miARNs englobe une série d'étapes permettant de
convertir un précurseur MmiARN (pri-miARN / miR primaire) en un miARN mature
biologiquement actif [318, 326] (Figure 39). La biogénese nécessite la transcription du
précurseur pri-miARN qui est transformé dans le noyau en une structure plus petite le pré-
miARN [327]. Le pré-miARN est ensuite exporté dans le cytoplasme [328], ou il serait
transformé en miR mature qui pourra exercer sa fonction [329, 330]. Nous verrons cela en

détail dans les paragraphes suivants.

Transcription 1

Pri-miARN Noyau
Droshu/DGCR81

Cytoplasme

Dicer/Agol-4/

TRBP ou PACT
Inhibition de o Tl mIE Déstabilisation de
la traduction l /—\ I’ARN messager
ARNm cible TV ;
ARNm cible
] Complexe (i~ AAAD

Homologie de

Homologie de RISC ' séquence parfaite

séquence partielle

Ribosome Ribosome £

Figure 39. Biogenése des miARNS. D aprés [331]
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7.2 Synthese des miARNs

7.2.1 Transcription des miARNS

La majorité des pri-miARNSs sont transcrits par I'ARN polymérase 1l (Pol 1I)
[332], cependant, un sous-ensemble de pri-miARN, y compris les pri-miARNSs viraux, sont
transcrits par la Pol 111 [333]. Comme les ARNs, les pri-miARN synthétisés par Pol II

possedent une coiffe a leur extrémité 5’ et une queue de poly (A) a leur extrémité 3°.

7.2.2 Maturation du pri-miARN

7.2.2.1 Voie canonique

Les pri-miARNSs ont la caractéristique de se replier en une tige-boucle
(épingle a cheveux) par complémentarité de séquence intramoléculaire (figure 40). La
structure en tige-boucle des pri-miARN est généralement formée d’une tige d’environ 33
paires de bases, d’une boucle, ainsi que de régions simples brins adjacentes a la tige. Cette

structure permet I’entrée des pri-miARNS dans la voie de maturation.
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Figure 40. Maturation du pri-miARN (voie canonique). D apreés [334].

La premiére étape est nucléaire et implique un complexe protéique catalytigue nommé

Microprocesseur. Ce complexe contient deux protéines principales: DROSHA ET DGCRS
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((DiGeorge critical region 8, également connu sous le non Pacha). Le clivage du pri-miARN
est induit par la protéine Drosha, une ribonucléase de type Ill. Bien que Drosha qui posséde
I’activité catalytique, DGCRS est aussi essentielle a la maturation [335]. Ensemble, ces deux
protéines constituent le minimum de composants du complexe microprocesseur (Figure 37).
Ainsi, la jonction appariée/non-appariée a la base de la tige du pri-miARN serait reconnue par
DGCRS, ce qui permettrait le positionnement de Drosha a environ 11 nucléotides de cette
jonction [336]. Le clivage a cette position libere le précurseur du miARN (pré-miARN), une
tige-boucle d’environ 65 a 70 nucléotides possédant la signature de clivage d’une RNase de
type 111, soit un groupement phosphate en 5’ et une extrémité 3’OH sortante de 2 nucléotides
[327].

7.2.2.2 Voie non canonique

En plus de la voie canonique de biogenese, certains miARN sont

maturés par des voies indépendantes de Drosha [337] (Figure 41 B).
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Figure 41. Les differentes voies de la biogenése des miARNS. A) La voie classique de la biogenése
des miARN impliquant Drosha et Dicer. B) La voie de biogenése indépendante de Drosha. D apreés [337].

Il a été montré que certain pri-miARNSs présents dans les introns, nommés mirtrons,

contournent la voie de maturation par le microprocesseur classique. Ces pri-miARNSs utilisent
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plutot la machinerie d’épissage classique et ne nécessitent pas de clivage par Drosha [338-
340]. Les extrémités 5° et 3* sont définies par des sites donateurs et accepteurs d'épissage,
mais dans certains cas comprennent des queues 3" non structurees supplémentaires [341, 342].
Chez la drosophile, la biogenése des mirtrons a queue 3’ nécessite la présence d’ARN
d’exosomes, 1’équivalent des 3'-5° exoribonucléases chez les eucaryotes [343]. En effet, il
existe une superposition d’action entre les facteurs impliqués dans la biogenése des miARNs

et la voie de maturation des ARNS.

7.2.3 Export cytoplasmique

Une fois produit, le pré-miARN est transporté vers le cytoplasme a travers un
pore nucléaire par I’Exportin-5. C’est un transfert actif qui nécessite le cofacteur RanGTP
[344, 345]. Les analyses structurales suggerent que la longueur du pré-miARN et la présence
de I’extrémité 3’ sont importantes pour la reconnaissance par I’Exportin-5 [346].

7.2.4 Maturation du pré-miARN

7.2.4.1 Maturation Dicer dépendant

Une fois dans le cytoplasme, le pré-miARNS est clivé prées de sa boucle
terminale par une RNase type 11l nommée DICER incluse dans un complexe multiprotéique
nommé RISC (RNA-induced silencing complex) pour former un miARN mature double brin
de 22 nucléotides [347, 348]. Chez les mammiferes, Dicer s’associe avec les protéines TRBP
(TAR RNA Binding Protein) et PACT (protein activator of PKR) [349, 350], ce qui augmente
la stabilité de Dicer et son activité catalytique. Puis, un des brins du miRNA (le brin
passager) est 0té, tandis que ’autre brin (le brin guide) reste dans le complexe RISC pour
former le complexe RISC mature qui est capable de capturer ’ARNm (ARN messager) cible.
Le brin dont l'extrémité 5° est la moins stable avec des bases appariées est le plus
fréguemment retenu, alors que l'autre brin pourrait étre détruit [351]. Dans le cas le plus

géneral, le complexe RISC réprime 1’expression de géne cible au niveau post transcriptionnel.

7.2.4.2 Maturation Dicer indépendant

En plus de la voie canonique de biogenese, certains miARN sont

maturés par des voies indépendantes de Dicer (Figure 42 B) [337]. Dicer est généralement
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considérée comme essentielle pour la biogenése des miARN, mais au moins un miRNA
hautement conservée chez I'homme, la souris et le poisson zebre est produit par un mécanisme
indépendant de Dicer: le mir-451 [352, 353]. Par sa structure le pré-miARN 451 se lie
directement aux protéines Ago (Figure 37B). Agol et Ago3 lient activement le pré-mir-451
mais seule Ago2 peut le cliver grace a son activité d'endonucléase [354]. Dans des cellules
déficientes en Drosha et Dicer, les pré-miARNs pourraient étre congus et clivés par le

““complexe intégrateur " grace a l'activité de clivage d’Ago2 [355].
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Figure 42. Les différentes voies de la biogenése des miARNS. A) La voie classique de la biogenése

des miARN impliquant Drosha et Dicer. B) La voie de biogenése des miARN indépendante de Dicer. D apreés
[337].

1.2.5 Modes d’actions de miARNs

7.2.5.1 Appariement a ’ARNm cible

Les miARNSs régulent spécifiquement leurs cibles grace a I’appariement
du miRNA mature avec une séquence partiellement complémentaire de I’ARNm cible située
généralement dans la région 3’UTR. Chez metazoaires, les miARNSs se lient a I’ARNm cible
de maniere imparfaite suivant un schéma précis de reconnaissance: 1) le respect de la
complémentarité stricte au niveau de la sequence de seed (encadrée rouge), 2) la présence

d’un boucle ou mésappariement dans la partie centrale du miARN, 3) une complémentarité
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suffisante dans la partie 3’ du miARN surtout au niveau des résidus 13-16 (encadrée orange).
D’aprés [356] (figure 43).
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Figure 43. Principes de l'interaction miARN/ARNm. Les miARNs se lient a I'’ARNm cible par

appariement de bases. D’aprés [356]

7.25.1.1 Les criteres d’appariement

Le critére le plus important est un appariement parfait entre I’ARNm

cible et les nucléotides qui constituent la séquence noyau (seed) du miARN appelées MREs

pour miRNA Recognition Elements [356, 357]. Ceci correspond a la région de I’interaction
entre le miARNSs et I’ARNm cible (figure 44).
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Figure 44. Appariements entre miARNs et ARNm cibles. Types d’appariements possibles entre un

miRNA et un ARNm cible du plus courant (A) au moins courant (E). Schéma réalisé d’aprés [356, 358, 359].
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Cet appariement est géneralement imparfait et suit les regles suivantes validés par des

analyses informatiques et expérimentales:

A- L’hybridation entre le miARN et ’ARNm doit étre parfaite en 5° de la
séquence du miARN, entre les nucleotides 2 et 8 du miARN. Tout mésappariement, ou
appariement de type G:U a ce niveau, affecte I’efficacité de la régulation par le miARN [360].
De plus, Pefficacité de la répression suite a la liaison du microARN a ’ARNm augmente
lorsque c’est un résidu A en position 1 de la séquence « seed » du miARN, et /ou un résidu
AJ/U en position 9 de cette séquence [361].

B- La présence d’un petit mésappariement, dans la région centrale du duplexe
miARN-ARNmM, préviendrait le clivage endonucléolytique catalysé par AGO2.

C- La complémentarit¢é d’appariement entre le miARN et ’ARNm dans la
deuxiéme moitié du miARN participe a stabiliser le duplexe miARN-ARNm. L hybridation
dans cette région n’est pas aussi exigeante qu’au niveau de la région «seed », puisque des

mésappariements sont possibles [362].

En plus de ces régles, 1’efficacité de la répression due a la liaison du miARN a I’ARNm peut

étre influencée par d’autres facteurs, tels que:

- Larichesse en dinucléotides AU a proximité du site de liaison du miARN.

- La proximité de site de liaison du miARN avec le codon stop (le site de liaison soit
situé au moins 15 bases en aval du codon stop)

- La proximité du site de liaison avec d’autres sites de liaison pour d’autres miARNSs,
ce qui entrainerait une coopération et/ou une concurrence entre des miARNSs pour la

répression de la traduction d’'un ARNm [362].

Toutefois, il existe des exceptions de ces regles et de plus en plus de données remettent en
cause ces principes [363]. Ainsi, les miARNSs lin-4 et let-7, présentent un mésappariement
dans leur région «seed ». Pour lin-4, une faible complémentarité dans la région 3’ est
néanmoins efficace. De méme, des miARNs comme ciblent des sites dans la séquence
codante d’ARNm. C’est le cas des ARNm des facteurs de transcription des cellules souches
(Nanog, Oct4 et Sox2) [364].

7.2.5.1.2 Les logiciels de prédiction des cibles des miRNASs

Les logiciels de prédiction des cibles des miRNAs (TargetScan,

miRanda, PicTar...) permettent 1’identification de sites fonctionnels, mais des validations
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expérimentales sont nécessaires dans chaque cas pour montrer qu’une cible prédite est bien
une cible du miARN in vivo. Ces techniques reposent généralement sur une approche de
surexpression et/ou inhibition du miRNA considéré et la mesure de 1’effet sur I’expression de
la cible endogéne d’une part et sur 'utilisation de génes rapporteurs comme la luciférase,
fusionnée au 3’'UTR du géne cible étudié d’autre part. Les logiciels de prédiction de cibles
utilisent des parameétres et algorithmes quelque peu différents [365], d’ou I’intérét de croiser

les prédictions obtenues par plusieurs d’entre eux.

7.2.5.2 Fonctionnement des miARNS

Les modalités d’action du complexe miRISC dépendent de la qualité du
duplex miARN-ARNmM mis en jeu. Si la complémentarité est parfaite, le complexe induit alors
un clivage au milieu de I’hybride miARN-ARNm entrainant la dégradation rapide de I’ARNm
[366, 367]. Les miARN peuvent ainsi entrainer la dégradation de I’ARNm cible par un
mécanisme semblable au SiARN (figure 45). Dans la situation ou la complémentarité est
imparfaite (présence de mésappariements dans le duplex miARN-ARNmMm), il y inhibition de la

traduction sans dégradation de I’ARNm cible.

7.2.5.2.1 Inhibition de la traduction par les miARNSs

- Régulation de initiation de la traduction

Les ARNm eucaryotes possedent une structure coiffe (cap) a leur extrémité
5’qui joue un role important dans ’initiation de la traduction et les protege contre la
dégradation. Cette coiffe est formée d’une guanosine modifiée par ajout d’un méthyl en
position 7 (m7G). L’inhibition de la traduction par les miARNs nécessite la présence de la
coiffe et de la queue poly A des ARNm cibles [368-370] (Figure 45). Par une approche de
géne rapporteur, en utilisant une construction d’un ARNm cible de let-7, il a é&té montré que
la fixation de let-7 au niveau la région 3’UTR empéche le recrutement des ribosomes au
niveau de cet ARNm [371]. En revanche, 1’addition du complexe d’initiation de la traduction
elF4F, qui se fixe sur la coiffe [372, 373], léve I’inhibition. Ces études suggerent que la coiffe
est le siege de I’inhibition. Cette inhibition passe par la compétition entre le complexe RISC
mature (miRISC) et les facteurs d’initiation de la traduction pour se fixer sur I’extrémité

3’UTR de ’ARNm.
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- Répression post-initiation
Différents rapports suggerent que les miARNSs régulent la traduction au stade
de I’élongation [374, 375]. Toutefois, certains miARNS sont capables d’inhiber la liaison des
ribosomes sur I’ARNm cible [376] (voir figure 45).

;-
2 CcCRra
PABPC | PABPC 4
? Complexe déadénylase
F1

Iinhibition de la traductio \ Degradation

'inhibition de I’initiation Décoiffage
— ‘elFde
Gosh'
\

a) Inhibition de la sl
Eﬂzﬂ femmnic
R ~

~

la coiffe
2 PABPC  PABPC
S = - (Ajn ) ~
4 A 2 . T pctvateurs PABPC | PABPC |
608 \\\ Vi du décoiffage " 4
(elF6 ) =3 .
b) Inhibition du l

reconnaissance de

recrutement de la sous-
unité ribosomique 60S

) I’inhibition post-initiation Digestion exonucléolytique
“elFte 5°.3’

%LOS\ c) Détachement des
( 60S

ribosomes pendant
I'élongation

R IN
@, 3 PABPC | PABPC
(An PABPC | PABPC |
e — h E A
( y;
’

d) Dégradation des
polypeptides naissants

Figure 45. Mécanismes de la répression des ARNm cibles induite par les miARNS. L interaction
de GWI182 du complexe miRISC avec PABPC entraine soit I’inhibition de la traduction, tout en exposant la
queue poly(A) au complexe déadénylase. GW182 et/ou PABPC interviennent dans le recrutement du complexe
déadénylase CCR4,NOT et CAF1.Cette déadénylation peut contribuer a l’inhibition de la traduction induite les
miRNAs par plusieurs mécanismes: (a) une inhibition de la reconnaissance de la coiffe, un mécanisme
d’interaction de AGO avec la coiffe ayant été proposé, entrant ainsi en compétition avec elF4E ; ou par (b)
l’inhibition de recrutement de la sous-unité ribosomique 608 via le recrutement du facteur elF6. L’inhibition des
étapes post-initiation peut se faire par deux mécanismes possibles (c) le détachement prématuré des ribosomes
en cours d’élongation, ou (d) la dégradation co-traductionnelle des polypeptides naissants par une protéase
inconnue. La déadénylation est supposée précéder la dégradation de I’ARNm grace au décoiffage par le
complexe DCP1 :DCP2 (accompagné d’activateurs du décoiffage), et enfin grdce a la digestion 5°-3° de
I’ARNm cible par XRNI. (Figure adapté d’apres [356, 377].
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7.2.5.2.2 Dégradation d’ARNm cible

Chez les mammiferes, la dégradation des ARNm cibles est moins
fréquente que ’inhibition de la traduction induite par le miARN. En effet, la majorité des
miARN affecte le niveau de protéines sans diminuer le niveau d’ARNm [378]. Toutefois,
dans le cas ou la complémentarité avec I’ARNm cible est parfaite, le miARN peut induire sa
dégradation [360, 366, 379], par le clivage entre les nucléotides 10 et 11 du miARN [366,
380, 381] (figure 45).

Il existe une cinétique des différents événements. En effet, 1’inhibition de la traduction est un
événement précoce alors que la dégradation de I’ARNm peut étre une étape secondaire [371].
L’utilisation de plasmide permettant la transcription d’'un ARNm rapporteur possédant dans sa
séquence 3” UTR des séquences spécifiques du miARN let-7, a montré que la traduction est
arrétée et le niveau d’ARNm rapporteur ne variait pas dans un premier temps, mais diminuait
ultérieurement et ce de facon dépendante de let-7. 1l semble que la structure du duplex
MIARN-ARNm conditionne I’avenir de I’ARNm. En effet, le duplex contenant une boucle
sortante conduit & une inhibition de la traduction mais ne déstabilise pas I’ARNm cible, alors
lorsque le duplex contenant deux boucles opposées, conduit a une dégradation de I’ARNm
cible [382, 383].

7.2.5.2.3 Activation de la traduction par les miARNSs

La fonction principale du miARN est d’inhiber la traduction des
ARNmMms cibles, mais dans certains cas, un réle d’activateur traductionnel des miARNSs a été
rapporté. En effet, les miARNSs pourraient étre des activateurs de traduction selon les phases
du cycle cellulaire [384, 385]. Ainsi, le miR-369-3 active la traduction de ’ARNm de TNFa,
via sa liaison aux séquences AREs (AU-rich elements) dans la région 3> UTR, dans des
conditions de privation de sérum. La privation de sérum entraine I’arrét du cycle cellulaire en
GO/G1, et le recrutement du complexe AGO2-FXR1 (fragile X mental retardation-related
protein 1) au niveau des séquences ARES de ’ARNm du TNFa, ceci entraine 1’activation de

sa traduction (voir figure 46).

De méme, Let-7 peut stimuler la traduction de sa cible HMGA2 (High Mobility Group Gene
A2) qui contient 4 sites de liaison a ce miARN. Lors d’une privation de sérum, le complexe
AGO2-FXR1 est recruté et active la traduction de HMGAZ2 de facon dependent de Let-7
[384].

108



D'autres miARNs comme miR-10a ou encore miR-122 pourrait étre impliqués dans

I'activation de la traduction [386].

Growth arrested cells
(G1/G0 block)

Translational
Activation

Figure 46. Modéle d'activation de traduction de certains miARNSs spécifique du cycle

cellulaire. D'aprés [387]. Dans une situation d'arrét du cycle cellulaire en G1/GO (ex. cellules sans sérum), le

complexe miARN-AGO2 recrute FXR1 et d'autres facteurs activateurs (en vert) afin de stimuler la traduction a
partir de [’ARNm

Ces études in vitro basées sur les constructions contenant des génes rapporteurs avec des
AREs artificiels ou isolés sont trés utiles pour comprendre les mécanismes de régulation par
les miARNS, mais pourraient ne pas refléter in vivo la fonction de miARNSs. En effet, la
séquence 3° UTR native d’'un ARNm donné pourrait contenir, en plus des ARES, des sites de

liaison a des co-facteurs importants dans la régulation de la traduction par les miARNSs.

7.2.5.3 Protéines impliquées dans le fonctionnement des
MiIARNS

7.2.5.3.1 ROle des protéines Argonautes
Les protéines AGO contiennent deux motifs caractéristiques PAZ et
PIWI retrouvés chez de nombreuses especes. Leur taille moléculaire est 95kDa [388]. Les
AGOs sont les protéines principales du complexe miRISC. La cristallographie a montré que le
domaine PIWI a une activité ribonucléase H [389-391] et qu’AGO2 possede une activité
endonucléase qui catalyse le clivage du duplex miARN-ARNm [367, 392]. Cependant
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d’autres études proposent que les protéines AGO induisent un blocage de la traduction mais
pas une dégradation de ’ARNm cibles [382, 393, 394]. En effet, la protéine AGO2 contient
également un domaine de liaison a la coiffe m7G, permettant au complexe miRISC d’entrer
en compeétition avec le facteur d’initiation eIF4E afin de bloquer I’initiation de la traduction
(Figure 47).

'Decapping-
m’G cap e
) : EIF‘KD (EDC4
=¥ pcp2l ~—

elF4E
Translational
repression

Deadenylation ‘

Figure 47. Coordination de déadenylation par GW182 et Ago. D apres [395].

7.2.5.3.2 ROle des protéines GW182

Les protéines GW182 constitue une famille de protéines de 182 kDa
contenant des répétitions glycine-tryptophane et un motif RRM (RNA Recognition Motif)
permettant de reconnaitre les ARN. Chez D. melanogaster, il n’existe qu’une seule protéine
GW182, en revanche chez les mammifeéres, il existe trois paralogues de GW182 (TNRC6A,
TNRC6B et TNRC6C). Les protéines GW182s sont capables de s’associer aux protéines
AGO et font ainsi partie du complexe miRISC.

GW182 est capable de recruter des enzymes de déadénylation, qui hydrolysent la queue
polyA des ARNm. La lignée HEK293 surexprime AGO2 et GW182. Dans cette lignée,
I’utilisation d’ARNm biotinylés, cappés, polyadénylés et contenant des sites spécifiques pour
let-7, permet de montrer que les protéines AGO2 et GW182 agissent en syergie pour réaliser
la répression de la traduction par la deadenylation de ’ARNm [396]. L’inhibition de
I’expression de la protéine GW182 par des siARNs entraine une diminution de la répression

de la traduction dépendante des miARNs [397, 398]. Les protéines GW182s en association
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avec les protéines AGO participent a la formation de processing bodies (P-Bodies) [397]
(figure 47).

7.2.5.3.3 ROle des Processing Bodies (P-Bodies)

Les P-Bodies sont des structures de stockage cytoplasmiques des
ARNMSs [399]. Leur nombre et leur taille dépendent de 1’activité traductionnelle de la cellule.
Ces structures contiennent des enzymes inhibitrices de la traduction, de déadénylation, du
decapping et de la dégradation des ARNm (voir figure 47). Elles permettent aux protéines et
aux ARNmM d’entrer et de sortir continuellement. Dans les P-Bodies, ’ARNm peut y étre
décappé et dégradé. Ces structures interviennent aussi dans le métabolisme des miARNs. En
effet, ’inhibition de la traduction de ’ARNm ciblée par les miARNs passe par sa
séquestration dans les P-Bodies [394, 400, 401].

7.2.6 Regulation de la biogenese des miARNS

7.2.6.1 Regulation au niveau transcriptionnel

7.2.6.1.1 Facteurs de transcription et mécanismes epigenetiques
Le premier niveau de régulation de I'abondance des miARNs a lieu au
stade de la transcription des pri-miARNSs. Les génes de miRNA sont dispersés dans tout le
génome, soit dans les introns de genes codant pour des protéines, soit dans les introns ou les
exons d'/ARN non codants, soit dans des unités de transcription indépendantes (intergénique).
La majorité des miARNS introniques sont transcrits a partir du méme promoteur que le gene
hote. Toutefois, environ un tiers des miARNSs introniques sont transcrits a partir de

promoteurs indépendants, ce qui permet un contrdle séparé de leur transcription [402, 403].

La plupart des propriétés qui dictent la régulation transcriptionnelle des miARNSs sont les
mémes que les genes codants. En effet, I’organisation de la région promotrice de miARNs
autonomes est similaire a celle des génes codant pour des protéines. La présence d’ilots CpG,
de séquences consensus telles que la boite TATA ainsi que la modification d’histones
indiquent que les promoteurs des génes des miARNS sont contrdlés, en trans, par des facteurs
activateurs ou répresseurs de transcription et en cis, par des modifications de la structure de la
chromatine. Plusieurs facteurs de transcription régulent 1’expression de miARNS de maniére

positive ou négative [404, 405].
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7.2.6.1.2 Régulation par le polymorphisme

Les variations de séquence naturelle de pri-miARN, pré-miARN ou
miARN matures peuvent influencer la maturation, la stabilité et la sélection des cibles. Ces
variations de séquences proviennent de changements dans la séquence codante d'/ADN ou de
modifications post-transcriptionnels de I'ARN [406, 407]. Chez les humains, des différences
de maturation par Drosha ont été observées pour différents alléles de miR-125a, miR-126,
miR-146a, miR-502, miR-510, miR-890 et miR-892b [407, 408], tandis qu’une variation de
I’efficacité de la maturation par Dicer a ¢été décrite pour les SNPs (single nucleotide
polymorphisms) de la sequence de miR-196a [409]. Une variant de miR-934 s'est révélé
contenir une mutation dans le premier nucléotide de son pré-miARN, ce qui affecte la

sélection du brin pour I’incorporation dans le complexe RISC [409].

7.2.6.2 Regulation au niveau post-transcriptionnel

Le clivage d'un pri-miARN en pré-miARN est régulé par une variété de
protéines appelées des cofacteurs qui sont soit recrutées dans le microprocesseur soit par des
interactions protéine-protéine soit par des interactions directes avec les pri-miARNSs (voir
figure 48).

Figure 48. Les protéines qui interagissent avec le microprocesseur. D aprés [410].
7.2.6.2.1 Reconnaissance d’une séquence spécifique du pri-miARN

L'analyse comparative des séquences des pri-miARN montre que 14%

des pri-miARN humains ont une sequence conservée au niveau de leurs boucles terminales,
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ce qui permet les interactions avec certaines protéines réegulatrices (Figure 49, 50, 51). Les

protéines régulatrices modifient positivement ou négativement la maturation des pri-miARNS.

A)  Protéines régulant positivement la maturation des pri-miARNs

- La protéine KSRP (KH-type splicing regulatory protein)

Le KSRP régule positivement la maturation de pri-miRNA auxquels
elle est directement liée. 1l a été proposé que deux ou trois guanidines séquentielles de boucle
de pri-miARNSs soient nécessaires pour la reconnaissance par la protéine KSRP [411] (figure
49). De plus, l'activité de KSRP est modulée par son état de phosphorylation, d’une part par
ATM en réponse au dommage de I’ADN [412], d’autre part par la voie de signalisation
PI3K/Akt [413].

- Les protéines TDP-43 et SF2/ASF

D'autres protéines peuvent se lier aux pri-miARNs pour promouvoir
leur biogenese (figure 49). C’est le cas de TDP-43 (TAR DNA-binding protein-43) [414] et
SF2/ASF (serine/arginine-rich SR). Il a été proposé que SF2/ASF se lie a un motif dans la
tige de pri-miR-7 et modifie sa structure, dans un mécanisme semblable a celui de hnRNP-A1
[415]. SF2/ASF et miR-7 participent a une boucle simple de rétrocontréle négative qui permet
de réguler le niveau d’expression de ce miARN. Dans ce schéma de régulation SF2/ASF
stimule la transcription de miR-7 qui a son tour, va inhiber la traduction de I’ARNm de
SF2/ASF.

'eGoI

let=7a

miR-106a

miR=16 ~

miR-20 L

miR=21

miR-26b 9
Pri-miRNA Pri-miRNA

Figure 49. Exemples de protéine régulant positivement la maturation des pri-miARN. D aprés
[410].
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B)  Protéines régulant negativement la maturation des pri-miARNs
- La protéine LIN-28
L’une des protéines clés impliquées dans la régulation négative de la
biogénese des miARN est LIN-28 (abnormal cell lineage factor 28) (voir figure 50), qui agit
non seulement sur la maturation du pri-miARN [416, 417] mais également sur celle du pré-
MIARN [418, 419]. En effet, le miARN let-7 mature n’est pas synthétisé¢ dans les cellules
souches embryonnaires malgré une forte transcription du pri-let-7. LIN-28 se fixe sur la
boucle terminale du pri-let-7, ce qui interfére avec le clivage dépendant de Drosha [420]. La

répression exercée par LIN-28 est spécifique de la famille des miARN let-7.

Le systeme de régulation LIN-28 / let-7 est hautement conservé et joue un role important dans
le maintien de la pluripotence des cellules souches embryonnaires. Il a été proposé que
Lin28B bloque la maturation de let-7 en séquestrant le pri- let-7 dans les nucléoles loin du
microprocesseur [419], suggérant un nouveau mécanisme par lequel des protéines liant 'ARN

peuvent inhiber la maturation des pri-miARNS.

F

[€)

let-7
miR=107
miR-143
miR=200c
miR=1

Pri=miRNA

Figure 50. Exemple de protéine régulant négativement la maturation des pri-miARNS.
D’apres [410].

- La famille des protéines ADAR
L’équipe de Blow et al [421] a séquencé 99 miARNs de 10 tissus
humains et a pu identifier 6% des transcrits pri-miARN présentant une conversion
d’adenosine (A) en Inosine (I) dans au moins de I'un des tissus analysés. Cette conversion
d’adenosine en Inosine dans la séquence de pri-miR-142 réduit considérablement le clivage
par Drosha et conduit a un clivage par d’autre ribonucléase spécifique des ARN double brin

contenant 1’inosine: Tudor-SN (Tudor staphylococcal nuclease), une composante de RISC
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[422, 423]. Ce mecanisme semble particulierement important pour les pré-miARNSs (voir plus

loin)

C) HNRNP-AL régule positivement et négativement la maturation
L'une des premieres protéines identifiées pour fonctionner de cette maniére
était hnRNP-AL (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al) (voir figure 51). HnRNP-Al
se fixe sur la boucle terminale du pri-miR-18a et facilite sa maturation par l'altération de la
structure de sa tige [424, 425]. Cette protéine peut également interagir avec le pri-let-7a, mais
dans ce cas, il régule négativement son maturation [426]. Cet effet inhibiteur semble dd a la
compétition entre hnRNP-AL et la protéine KSRP (KH-type splicing regulatory protein)

pour se lier a la tige-boucle de pri-let-7a.

— hnRNP A1

N
\4
« KSRP %
0‘05‘\3 Drosha
pri-miRNA
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Figure 51. hnRNP A1l régulent positivement et négativement la maturation des pri-miARNS.
Figure adapté d’aprés [410, 427].

7.2.6.2.2 Régulation de la maturation du pri-miARN par miARN
Une étude récente de Zisoulis et ses collegues [428] a montré que la
maturation de pri-let-7 est contrélée par son let-7 mature, c’est le premier exemple d’une
boucle d’autorégulation directe dans la biogénése de miARNs (Figure 52). En effet, chez C.
elegans, apres la transcription de pri-let-7, le Let-7 mature se fixe sur un site spécifique de pri-
let-7 favorisant la liaison de la protéine ALG-1 (Argonaute-like protéine-1) a I’extrémité 3’ de

pri-let-7 ce qui permet le promouvoir de sa maturation.
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Une deuxiéme ¢étude a montré que ’interaction d’un miARN mature avec un pri-miARN
peuvent avoir un effet inhibiteur sur la maturation (figure 52). Par exemple, le miR-709
empéche la maturation de pri-miR-15a et de pri-miR-16-1 par la liaison a une séquence
spécifique de 19 nucléotides de ces pri-miR, conduisant a une diminution de niveau de miR-
15a/miR-16-1 mature [429]. Les facteurs qui conditionnent la localisation nucléaire de miR-
709 reste inconnues mais cela semble étre associée a un stimulus apoptotique, et peut étre un
mécanisme dynamique pour modifier le niveau de miR-15a/16 en réponse a des signaux
externes. Dans les cellules transfectées par du miR-709 synthétique, ce dernier prend une
localisation nucléaire, ce qui indique que le signal de localisation est contenu dans sa
séquence mature. Il semble que miR-709 et son site de liaison a pri-miR-15a/16 sont

specifiques a la souris.

La localisation nucléaire des miARNS a été rapportée aussi pour le miR-29b mature, une hexa
nucléotide spécifique dans sa sequence dirige son transport nucléaire [430]. Toutefois, cette
séquence n'est pas présente dans le miR-709 mature, donc le mécanisme de son transport

nucléaire reste inconnu.

miRNA-15a,
FAIRNA-16-1 Let-7

miR=709 Let-7

ST JEEEL Hca XL FERECHEL

Pri-miRNA Pri=miRNA

Figure 52. Exemples de régulation de maturation des pri-miARNs par miARNs mature.
D apres [410].

7.2.6.2.3 Régulation au niveau du microprocesseur

Le niveau de Drosha et DGCR8 dans la cellule au sein du

microprocesseur est contr6lé précisément, ceci joue un rdle majeur dans la régulation de la
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maturation des pri-miRNA. Différentes expériences ont montré 1I’importance d’une régulation

fine des niveaux respectifs de Drosha et DGCR8 dans le microprocesseur [431] .

= Ainsi, une augmentation de 2 a 7 fois de I’expression de Drosha provoque une
augmentation uniquement de miR-31 et une diminution des autres miRNA.

= Une délétion dans le géne de DGCRS8 chez I’homme provoque une maladie cardiaque
connue sous le nom de syndrome de DiGeorges.

= [’invalidation du geéne chez la souris a I’état hétérozygote provoque une diminution
modeste du taux de protéines cellulaires alors que le taux de DGCR8 est diminué de 50%.

= Enfin, in vitro, un exces de 3 fois en DGCRS par rapport a Drosha provoque une inhibition
drastique de I’activité de Drosha [427].

Ces résultats pourraient étre expliqués par une boucle de rétrocontrole de 1’expression des
protéines Drosha et DGCRS8 par le microprocesseur. En effet, Drosha est capable de cliver,
outre les pri-miRNA, des mRNA comme celui de DGCR8 pour en controler le niveau
d’expression. Ainsi, Drosha maintient des taux élevés de DCGRS dans le microprocesseur a
travers la régulation du clivage de son mRNA. En retour, DGCRS stabilise Drosha et assure le

couplage étroit des protéines au cceur du complexe microprocesseur.

o Les protéines qui interagissent avec le microprocesseur
De nombreuses protéines interagissent avec Drosha. Ces protéines favorisent

ou inhibent la maturation des pri-miARNSs (voir figure 53).

o La protéine p68 et p72
Les protéines hélicases, p68 (également connu sous le nom DDX5) et
p72 (DDX17) sont responsables de la maturation d’un tiers des pri-miARNS chez la souris.
Dans des cellules déficientes en p68 ou p72, les niveaux de pré-miARNS, mais pas ceux des
pri-miARN, sont significativement réduits, ceci est di a une diminution de la fixation de
Drosha sur les pri-miARNSs [335, 432]. Ces deux protéines (p68 et p72) interagissent avec un
large spectre de protéines afin de promouvoir la maturation des pri-miARN.

o  Laprotéine Smad
Par exemple, pour la maturation du pri-miR-21, les protéines SMAD
(appartenant a la voie de signalisation TGFB et BMP4) s’associent avec p68 et Drosha. Ce

complexe permet une augmentation du niveau de miR-21. En effet, Smad 1 et 5 peuvent
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s’associer a une séquence consensus au niveau de pri-miR-21, ceci a pour effet d’activer

rapidement la maturation du pri-miR-21 en pré-miR-21 [433-435].

o  Laprotéine p53
De facon similaire, une interaction entre p68 et le géne suppresseur de
tumeur p53 est observée lors de la maturation des pri-miR-16-1, pri-miR-143 et pri-miR-145,

en réponse a un dommage a I’ADN dans des cellules cancéreuses [436].

o La protéine BRCAL
Un autre suppresseur de tumeur, BRCAL (breast cancer susceptibility
gene 1), peut interagir également avec Drosha, p68, p53 et SMAD3 pour accélérer la

maturation de certaines pri-miARN associés au cancer [437].

o  Lesprotéines SNIP1 et ARS2
Ces protéines peuvent aussi s'associer avec Drosha et réguler
positivement la maturation des pri-miARNSs, ce sont SNIP1 (SMAD nuclear interacting
protein) [438] et ARS2 (arsénite de résistance a la proteine-2) [439].

o  Laprotéine p38
Enfin, une étude récente a montré que la voie de signalisation MAPK
p38-MK2 (MAPK-activated protein kinase 2) facilite la localisation nucléaire de p68, ce qui
favorise la biogenése de miR-145 [440]. En effet, dans une lignée de cellules de cancer du
sein (MCFT7), l'inhibition de MAPK p38 entraine la suppression de la biogenése du miR-145

et la surexpression de sa cible c-Myc.

TGF-B signal \9% pri-miRNA
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p68/pT2
SNIP1 / Drosha
ARS2 7'
MAPK p38 >
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Figure 53. Protéines régulant positivement la maturation des pri-miARNS. Figure adapté d’aprés
[410, 427].
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D’autres protéines sont des régulateurs négatifs de la biogénese des miARNSs (voir figure 54).

o  Laprotéine ESR1
Le récepteur des estrogenes ESR1, inhibe la maturation des pri-miARNSs
via des interactions avec p68/p72 [441]. Cette interaction induit la dissociation du complexe

microprocesseur des pri-miARNS.

o  Laprotéine NF90 et NF45
NF90 et NF45 (nuclear factor 90 and 45) peuvent également interagir
avec le microprocesseur et inhiber la maturation de plusieurs membres de la famille let-7
[442]. A la différence des SMAD1 et 5 citées plus haut, aucune séquence consensus n’a été

identifiée dans les pri-miARNS régulés par ces molécules.

Les mécanismes régulateurs négatifs sont encore mal compris.

pri-miRNA

NF90, NF45
DGCR8

p68/p72
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Estrogen signal
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Figure 54. Exemples des protéines régulant négativement la maturation des pri-miARN.
Figure adapté d’aprés [410, 427].

7.2.6.3 Régulation de I’export des pre-miARNS

e L’Exportin-5 peut interagir avec NF90, également connu sous le nom
ILF-3 (interleukin enhancer-binding factor3) [443], une protéine du complexe
microprocesseur. Il est possible gu'il y ait une coordination entre le clivage du pri-miARN et

son exportation, mais cela n'a pas été encore démontré. La surexpression d'/ARN courts en
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tige-boucle (shRNA) chez les animaux peut étre toxique en raison de la saturation de

I’Exportin-5, entrainant I’inhibition de I'exportation des pré-miARN [444].

e Une autre boucle de rétrocontrdle de miARNS existe au niveau de leur
exportation. En effet, ’Exportin-5 peut interagir avec I’ARNm de DICER (enzyme
responsable de la maturation de miARNs). Ceci entraine une retention de I’ARN de DICER
dans le noyau lorsque le niveau de pré-miRNA ou de substrat de DICER sont trop élevé
[445].

e L’équipe de Nothnick et ses colléegues ont montré que 1’Exportin-5 et
Dicerl sont régulées par les stéroides. En effet, I'cestrogéne et la progestérone augmentent
I’expression de I'ARNm d’Exportin-5, tandis que la progestérone augmente 1’expression de
Dicerl [446].

7.2.6.4  Régulation de la maturation cytoplasmique de pré-miARN

Le clivage des pré-miARNs par Dicer est soumis a des régulations par
des cofacteurs qui interagissent avec Dicer et par des protéines liant 'ARN qui reconnaissent

des séquences spécifiques dans les prée-miARNS.

7.2.6.4.1 Roles des cofacteurs (TRBP et PACT)

Dicer est une protéine conservée au cours de 1I’évolution. De fagon
comparable a DROSHA, Dicer agit avec des protéines associées: TRBP (TAR RNA binding
protein), la protéine qui lie des ARNs double brin et PACT (protein activator of PKR). La
protéine Dicer peut catalyser seule le clivage du pré-miARN, cependant, la spécificité de
clivage est renforcée par TRBP et PACT [447].

L’association de TRBP, PACT et DICER augmente la stabilité et 1’activité de Dicer. Le
niveau total de DICER est un point de controle important de la biogénése des miARNS. Ainsi,
I’analyse de I’extrémité SUTR de DICER montre la présence d’un exon leader d’épissage
multiple qui est exprimé de fagon tissu dépendante. Cet épissage différentiel modifie in vitro
I’expression de DICER. De plus, la diminution d’expression de TRBP ou PACT diminue le
niveau d’expression et la stabilité Dicer [349, 350]. L’expression de Dicer peut étre aussi

modulée par la voie de signalisation MAPK (mitogenactivated protein kinase) / Erk
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(extracellular signal regulated protein). En effet, cette voie favorise la phosphorylation de
TRBP qui alors augmente la stabilité de DICER [448].

7.2.6.4.2 Les protéines interagissent avec le pré-miARN

o  Lesprotéines KSRP et TDP-43
KSRP et TDP-43 sont également impliqués dans la biogénése des
miARNS, ils permettent de promouvoir a la fois la maturation des pri-et des pré-miARN
(Figure 52) [411, 414]. Ces resultats suggerent que la structure tige-boucle des miARNSs est
une plate-forme importante pour moduler leurs niveaux d’expression et par consequent la

régulation des génes [449]. KSRP peut interagir avec des activateurs et/ou des répresseurs.

o  Lesprotéines MBNL1
La protéine liant ’ARN: MBNL1 (muscle blind-like splicing regulatory
protein 1) inhibe la dégradation du pré-miR-1 a cause de son uridylation contrdlée par Lin28.
MBNL1 se lie au pré-miR-1 par la reconnaissance de la séquence UGC qui se chevauche avec
un site de liaison pour Lin28 (Figure 55) [450].

6Ge ‘oGo'
let=7a

miR-106a

miR=16 Il
miR-20
miR=21
miR-26b
Pre=miRNA Pre-miRNA

Figure 55. Exemple de proteine régulant positivement la maturation des pré-miARNS.
D apres [410].
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D’autres protéines entrainent I’inhibition du clivage des pré-miARNs par Dicer (voir Figure
53):
o La protéine Lin28

L'isoforme cytoplasmique de Lin28A se lie la séquence de
tétranucléotides (GGAG) du pré-miR let-7, ceci entraine le recrutement de la protéine TUT4
(terminal uridylyl transferase-4, également connue sous le non ZCCHC11) (voir figure 56).
Cette enzyme ajoute une queue poly(U) au pré-let-7, inhibant le clivage par Dicer. Cette
queue poly(U) constitue aussi un signal de dégradation du pré-miRNA par les 3’- 5’
exonucléases. D'autres pré-miARNs comme miR-107, miR-143 et miR-200c possedent aussi
la séquence GGAG dans leurs tige-boucles. Ils sont aussi la cible de Lin28 [418, 451]. TUT4
et Lin28 apparaissent aussi comme des suppresseurs spécifiques de la biogenése des miARNS.

Récemment, Kim et ses collégues ont montré que I’ajout d’un seul uridine a I’extrémité 3 des
pré-miARNSs par TUT4, mais aussi par TUT2 et TUT7, est indépendant de Lin28A. En effet,
jusqu'a 30% des membres de la famille des let-7 ont une uridine a leur extrémité 3’ dans les
cellules n'exprimant pas Lin28A [452, 453].

Lin28

Lin28

J’ TUT4
=

Dicer pre-miBRNA

) UUU

!

% miRNA:mMIRNA*

!

Figure 56. Exemple de protéines régulant négativement la maturation de pré-miARN.
D apres [427].

o La protéine BCDIN3D
Le clivage des pré-miARNs par Dicer peut étre régulé par I'ARN-

méthyltransférase humain: BCDIN3D [454]. BCDIN3D ajoute deux groupes méthyles au
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phosphate de I’extrémité 5> du pré-miR-145 in vitro et in vivo. Cette modification inhibe la

maturation car Dicer reconnait spécifiquement I'extrémité monophosphate 5' [455].

o La protéine MCPIP1
MCPIP1 (monocyte chemoattractant protein induced protein-1) est une
ribonucléase qui inhibe la biogenése des miARN en entrant en compétition avec Dicer pour le

clivage de la tige-boucle de certains pré-miARNSs [456].

o  Lafamille de protéines ADAR
Des nombreuses études ont aussi montré que les miARNSs subissent des
modifications post-transcriptionnelles par les membres de la famille ADAR (adenosine
deaminase RNA proteins). Ces protéines convertissent les bases adenosine en inosine [457].
Les structures en tige-boucle des prée-miARNSs sont des substrats favorables pour les protéines
ADARSs, qui reconnaissent I'ARN double brin. Par exemple, l'inosination de pri-miR-151 par
ADAR1 n'affecte pas le clivage de pri-miARN mais interfére avec le clivage pré-miARN par

Dicer, entrainant I'accumulation de pre-miR-151 modifié [458].

La conversion de 1’adenosine en inosine dans les miARNs matures peut donner aux miARNs
modifiés un nouvel ensemble d'ARNm cibles. Par exemple, Il'inosination de la séquence

« seed » du miR-376 modifie son répertoire de cibles a la fois in vitro et in vivo [459].

Les enzymes ADAR peuvent influencer la maturation de miRNA indépendamment de leur
activité catalytique, ce qui suggere que, dans certains cas, la liaison des protéines ADAR seule

pourrait étre suffisante pour interférer avec la maturation de miARNSs [459].

7.2.6.4.3 ARN régulant la maturation de pré-miARN
Il a été montre, chez C. elegans, qu’un ARN non codant d’environ 800
nucléotides peut inhiber la maturation d’un pré-miARN: RNCS-1 (RNA noncoding,
starvation up-regulated), cet ARN entre en compétition avec les ARNs double brin (dSRNAS)
endogenes pour se lier a Dicer ou des protéines accessoires qui lient les dsSRNAs [460].

7.2.6.4.4 ROle des protéines Argonautes
Les protéines Argonautes (Ago) jouent un réle important dans la
biogénese et la fonction des miARNs. En effet, les protéines Ago sont un composant

important du complexe RISC.
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Le génome humain exprime huit protéines Ago: Ago 1la 4 et Piwi 1 a 4 [461]. Alors que
toutes les protéines Ago ont la capacité d’interagir avec les miARNs et les siARNs, la
protéine Ago2 est la seule qui possede une activité de clivage des ARNs et joue
potentiellement un réle majeur dans la répression des ARNms induits par les miARNs. De
plus, le niveau d’expression des protéines AGO semble li¢ au niveau d’expression des
miARNs dans la cellule. Par exemple, I’expression ectopique des protéines Ago (Agol-4)
améliore I'expression des miARNs dans des conditions ou la machinerie des miARNs
endogene est saturée. Dans des fibroblastes embryonaires de souris knock-out Ago2, le

niveau de miARN endogenes est réduit [462].

Les protéines Ago sont également soumises a divers régulations transcriptionnelles et post-
transcriptionnelles qui pourraient donc avoir un impact sur I'expression des miARN. Par
exemple, la protéine Ago2 est surexprimée dans le cancer du sein ESR1-négatif, ce qui
améliore l'activité des miARNS. Cette surexpression d’Ago2 est sous le contrdle de voie de
signalisation de I'EGFR / MAPK [463].

De plus, la phosphorylation d’Ago2 au niveau de sa poche de liaison a I'ARN, inhibe la
liaison de petits ARN influencant ainsi la stabilit¢ de miARNs [464]. Ago2 semble une
protéine majeure dans la régulation et la biogenése des miARNs puisqu’elle assure leur
stabilisation, ainsi que le clivage de certains pré-miARN [461]. Le clivage se produit a
I'intérieur du bras 3° d'un pré-miARN de telle sorte que seuls les petits ARN générés a partir

du bras 5° peuvent étre fonctionnels.

7.2.7 La stabilité des miARNSs

7.2.7.1 Demi-vie des miIARNS

Généralement, il est considéré qu'un miARN mature est stable, une fois
incorporé dans le complexe RISC. En effet, lors de l'inactivation de transcription ou la
maturation des miARNSs dans des lignées cellulaires humaines et de rongeurs, ces miARNS
matures ont des demi-vies de l'ordre de plusieurs heures a quelques jours [465, 466].
Cependant, il a été récemment montré des différences de stabilité de certains miARNS, ce qui
suggere que la régulation de la dégradation de ces miARNS est une fagcon physiologique pour

moduler leur expression [467]. Par exemple, la chute du niveau des miARNSs actifs semble
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jouer un réle important dans les neurones. Dans les cellules de rétine de souris, les miARNs
specifiques des neurones sensoriels (cluster miR-183/96/182, miR-204 et miR-211) sont
exprimés de maniére différentielle en réponse a la lumiere. Les miARNs matures sont
rapidement diminués pour 1’adaptation a 1'obscurité en raison de la dégradation active par une

enzyme encore non identifiée [468].

Plusieurs autres miARNSs dans le cerveau ont des demi-vies courtes a la fois dans des cultures
primaires de cellules neuronales humaines et dans du tissu cérébral post mortem [469].
Etonnamment, le blocage des potentiels d'action dans les cellules neurales par inhibition des
canaux sodiques empéche la dégradation des miARN sélectionnés, ce qui indique que
I'activation des neurones est nécessaire a la régulation de la dégradation de certains miARNS
neuronaux [468]. En accord avec cette observation, une approche de séquencgage de haut débit
de petits ARN, a permet d’identifier plusieurs miARNs diminués dans le cerveau de

I’escargot marin Aplysia aprés exposition transitoire au neurotransmetteur sérotonine [470].

7.2.7.2 Reégulation de la stabilité des miARNSs

Les modifications chimiques des miARNs matures jouent un role

crucial dans la régulation de leur stabilité.

7.2.7.2.1 ROle de la séquence « seed »
Les miARNSs sont jusqu'a 10 fois plus stable que I'ARN messager.
Dans les fibroblastes embryonnaires de souris déficientes en Dicerl, les miARNs ont une
demi-vie plus courte [466]. Ceci suggeére que des éléments cis dans les séquences des
miRNAs matures conditionnent leurs processus de dégradation. Par exemple, le miR-503 et
d'autres membres de la famille de miR-16 sont constitutivement instables dans les cellules
NIH-3T3 [471]. MiR-503 est diminué rapidement au début cycle cellulaire mais s'accumule

pendant I'arrét du cycle induit par une privation de cellules de sérum.

Les etudes de séquence de miARN suggeraient que la séquence « seed » a I’extrémité 3’ du
miARN, pourrait étre nécessaire a sa dégradation. En effet, le miR-382 est instable dans les
cellules HEK293. Des mutations dans sa séquence «seed » augmente sa stabilité in vitro
[465].
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Des études sur des miARNSs co-transcrits (d’un méme cluster) suggérent aussi le role de la
séquence du miARN dans sa dégradation. La famille de miR-29 fournit un exemple: le miR-
29b est instable dans le cycle cellulaire et ne s'accumule que au cours de la mitose alors que
miR-29a est stable tout au long de cycle cellulaire [430, 461]. Les miR-29a et miR-29b
partagent la méme séquence « seed », mais ils se distinguent par un C a la place de U en
position 10. De plus, le miR-29b contient un motif de hexanucléotide (AGUGUU) a son
extrémité 3’ qui est responsable de sa localisation nucléaire. Toutefois, ce motif n’est pas
responsable de sa degradation accélérée. En revanche, I'uridine en position 10 dans la
séquence de miR-29b semble responsable de sa déstabilisation. De hombreux miARNSs mais
pas tous, qui contiennent une base uridine dans cette position sont présentent des niveaux de
stabilité semblable au miR-29b [472].

1.2.7.2.2 Modifications de I’extrémité 3’ des miARNs

o laméthyltransférase HEN1

Chez les plantes, la méthyltransférase HEN1 (Hua enhancer 1) ajoute un
groupement méthyle au groupement hydroxyle de I’extrémité 3’ du miARN [473]. Cette
méthylation protége I’extrémité 3’ terminale des miARNs de la dégradation due a
I’uridylation par HESO1 (HENI1 suppressor 1) [474]. La diminution de la stabilité des
piRNAs, siARN et ARNm est également associée a 1’uridylation de leur extrémité 3° [475,
476]. Généralement, les miARNs chez les animaux n'ont pas du groupement méthyle
protecteur a leur extrémité 3’. Toutefois, I’addition d’une matrice indépendante de nucléotides
les protegent de la dégradation. Deux mécanismes existent: 1’adénylation ou 1’uridylation
[477]. Plusieurs enzymes, y compris MTPAP, PAPD4/GLD2, PAPD5, ZCCHCS6,
TUT4/ZCCHC11 et PAPD2/TUT1 ont une activité de type nucléotide transférase 3’terminale

comme montré par des expériences d’invalidation [477, 478].
Toutefois, les implications fonctionnelles n’ont été décrites pour quelques enzymes.

o  L’enzyme TUTH4
Par exemple, TUT4 [450, 476, 479] modifie les niveaux de cytokines par
uridylation des membres de la famille de miR-26 [480]. Le Knockdown de TUT4 se traduit

par une diminution de I’uridylation de miR-26a associé a une diminution de I'expression
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d’IL6. Le knockdown de TUT4 n'augmente pas le niveau d'expression de miR-26, indiquant

que I’uridylation de ce miARN n’affecte que son activité et pas son expression.

o  L’enzyme GLD2

L’Adénylation de I’extrémité 3’ du miARN peut-étre associée soit au
renforcement, soit a une diminution de leur stabilité (voir figure 57) [481]. Par exemple, le
miARN le plus fortement exprimé dans le foie : miR-122, est monoadenylé par la polymérase
cytoplasmique poly (A) GLD2 (germline development defective-2). Chez les souris knock-out
GLD2, le miR-122 est sélectivement déstabilisé, alors que les niveaux de 10 autres miARNs
restent inchangés. La stabilité des précurseurs de miR-122 n'est pas affectée par knock-out de
GLD2, ce qui suggere un role dans la modulation de stabilité de la forme mature du miR-122

par I’adénylation.
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Figure 57. Modéle de la stabilisation sélective de miR-122 par GLD2. D apres [481].

o La protéine VACV
Un autre exemple du rdéle du polyadénylation du miARNs dans leur
stabilité est la protéine VACV (une polymeérase virale poly A). Elle induit la polyadénylation
des miARNs endogenes au cours de l'infection [482]. L’infection des fibroblastes
embryonnaires de souris par VACV entraine une diminution de I’ordre de 30 fois du niveau

de miARNSs endogeénes, di a la polyadénylation. La polyadénylation des miARNS est assurée
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par un produit d’un géne viral, alors que leur dégradation est due a une protéine cellulaire

encore non définie.

Dans les années a venir, il sera important de mieux caractériser les enzymes qui sont
responsables de ces modifications et comprendre leur impact sur la stabilité et la fonction de
miARNS.

7.2.7.2.3 Enzymes régulant la stabilité des miARNs

- Les enzymes SDN1
Ces enzymes appartiennent a la famille des exoribonucléases. Chez
Arabidopsis, SDN1 (small RNA degrading nuclease 1) posséde une activité 3°-5’ exonucléase
sur les petits ARN dont les miARNs. SDN1 dégrade spécifiqguement I’ARN simple brin mais
pas le double brin. La méthylation 2’ O présente sur I’extrémité 3’ nucléotidique des miARNs
de plantes joue un réle protecteur contre I'activité SDN1 [483]. Fait intéressant, ces protéines
sont conservées chez les eucaryotes et il semble probable que les homologues animaux des

SDNs ont des fonctions similaires, mais ceci n'a pas encore été rapporté [484].

- Les enzymes XRN

la famille des enzymes XRN jouent un rdle dans la stabilité des
miARN: chez Arabidopsis, XRN2 et XRN3 sont impliqués dans la dégradation de la séquence
de la boucle de pré-miARN [485], dans les cellules de mammiféres, XRN2 dégrade le pri-
miARN apres par la maturation par Drosha [486]. Chez C. elegans, XRN2 dégrade les
miARNs matures une fois libérés du complexe RISC et peut également influencer sur la
vitesse a laquelle ils sont libérés [487]. Fait intéressant, la présence de I'ARN cible interfére
avec la dégradation des miARNSs par XRN2 & la fois in vitro et in vivo [487, 488]. Cela est d{
a la concurrence directe entre I’ARN cible et XRN2 pour la liaison au miARN ou par un autre

mécanisme moléculaire qui n'est pas encore connu.

- Rrp42
Rrp42 (ribosomal RNA-processing protein-42) et I’exoribonucléase
XRNL1 sont proposées pour participer a la dégradation de miR-382 dans les cellules HEK293.
En effet, le knock-down de ces facteurs augmente sélectivement le niveau d'expression de
miR-382 [465].

- hPNPaseold-35
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Dans une lignée de cellules de mélanome humain, I'expression

ectopique de hPNPase®®3*

diminution sélective de plusieurs miARNs (miR-221, miR-222 et miR-106b). Les études

(human polynucleotide phosphorylase protein) conduit a la

d'immunoprécipitation montrent que cette 3’-5’ exoribonucléase est directement associé avec

ces miARNS, ce qui provogue leur dégradation in vitro. hPNPase®**°

est un géne stimulé par
I'interféron et il impliqué dans la diminution de niveau de miR-221 induit par la stimulation
par IFN-B. Une des cibles directes de miR-221 est le suppresseur de cycle cellulaire p27kipl.

Par conséquent, la surexpression de miR-221 et le knockdown de hPNPase®®3®

protégent les
cellules de mélanome humain par l'arrét de croissance induit par INF-B, indiquant un role

central de la stabilité de miARN dans la prolifération cellulaire [489].

- Eril
Il a ét¢ montré récemment que le 3’-5" exoribonucléase Eril est
impliquée dans la régulation de stabilité des miARNs dans les lymphocytes de souris. En
effet, il a été observé dans les cellules NK et T de souris knock-out Eril, une augmentation
globale des niveaux de miARNSs étudiés [490]. La régulation des niveaux de miARNS par Eril
semble étre nécessaire pour le développement des cellules NK et I'immunité antivirale, mais

son mécanisme d'action reste a établir.

- La famille des protéines STAR
D’autres protéines liant I'ARN peuvent également jouer un role dans la
stabilité des miARNs matures. Par exemple, un membre de la famille STAR (signal
transduction and activation of RNA) est surexprimé en réponse a la signalisation de p53 ce
qui stabilise le miR-20a mature [491]. L'identification des protéines qui stabilise et/ou
déstabilise les miARNs matures suggere que la régulation de la dégradation des miARNSs est
importante dans le contréle du répertoire des miARNSs de la cellule. Enfin, il reste encore a

comprendre les mécanismes impliqués dans la dégradation ou la stabilisation de miARNS.

7.2.7.2.4 La dégradation des miARNs par les ARNs cibles

Chez C. elegans, la stabilisation des miARNSs est assurée par la cible
ARNmM. En effet, la liaison des miARNs aux ARNSs cibles peut favoriser la dégradation des
miARNS chez la drosophile et les mammiféres. Chez les mouches, la plupart des miARNSs

sont incorporés dans le complexe RISC contenant Agol [492]. Les miARNS qui s'associent a
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Ago2 sont méthylés, et ainsi protéges contre la dégradation. Dans les cellules humaines, les
miARNSs sont également soumis & cette déstabilisation dirigée par la cible ARNm [493]. Ainsi
I’hybridation a la cible ARNm favorise la modification post-transcriptionnelle des miARNs
(surtout uridylation 3”) qui cause leur dégradation, et ce qui limite le recyclage des miARNs
[494]. Chez I’homme, on ne sait pas encore quelles sont les caractéristiques de I'ARN cible
qui régulent la modification post-transcriptionnelle d'un miARN. Toutes fois, le mécanisme
de la complémentarité parfaite tel que proposé chez les mouches pourrait étre une piste [493].

7.2.8 Transport de miARNSs

Les transporteurs de miARNs sont: les microvésicules, les exosomes, les

corps apoptotiques, les lipoprotéines de haute densité (HDL) et les protéines Ago (figure 58):
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Figure 58. Mécanismes de transport des miARNSs de cellules dans la circulation sanguine

périphérique et vers les cellules cibles. MP: Microparticles; HDL: High Density Lipoprotein; Ago2:

Argonaute 2

- Les exosomes
Les exosomes sont des vésicules membranaires de 40 a 100 nm de diamétre
issues de I’endosome qui permettent la communication intercellulaire par le transfert
d’ARNm et de miARNs [495]. L’exosome est initialement formé par la membrane
plasmatique naissant vers l'intérieur dans les organes multi-vésiculaires des endosomes. Les
exosomes et leur contenu en miARNS sont libérés dans le compartiment extracellulaire lors de

la fusion des endosomes avec la membrane plasmique [496-498].
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- Les microparticules
Ce sont des vésicules plus grandes que les exosomes (100 a 1000 nm de
diametre). Elles représentent une population hétérogene de veésicules qui sont libérés par
bourgeonnement au niveau de membrane plasmique [499, 500]. Les microparticules
présentent a leur surface un large éventail de substances et des récepteurs et contient un
ensemble concentré de cytokines, protéines de signalisation, les ARNm et les miARNs. Au
cours de l'apoptose, les cellules se fractionnent en corps apoptotiques qui transportent

également des miARNS.

- Lipoprotéine
En particulier les lipoprotéines de haute densité peuvent transporter des
miARNs endogenes et les livrer aux cellules réceptrices avec d'éventuelles capacités de
ciblage fonctionnel. Cette exportation cellulaire est régulée par sphingomyelinase neutre
[501].

- Les protéines d'Argonaute 2
La plupart des miARNs extracellulaires dans le plasma sanguin et la culture
cellulaire sont indépendants des exosomes et sont associés aux protéines Argonaute 2
(Ago2), une protéine du complexe RISC [502]. Les miARNS extracellulaires, dans la plupart
des cas sont des sous-produits de cellules mortes qui restent dans I'espace extracellulaire en

raison de la grande stabilité de la protéine Ago2 et complexe Ago2-miARNS.

Les transporteurs des miARNSs 29, miR-18, miR-101, miR-130 sont mentionnés dans tabaleau
11.

Ago2 miR-29a, miR-29b, miR-29c, miR-101, | plasma, sérum [503]

dépendant miR-18a-5p
miR-130a, miR-130b plasma [502]
miR-101, miR-130b, miR-29a, miR-29b, | plasma, sérum [504]

Exosome miR-18a-5p

dépendant miR-29a plasma [505]
miR-101, miR-130a, miR-130b, miR-29a, | sérum, cellules T, | [506]
miR-29b, miR-29c, miR-18a-5p B et dendritique
miR-18a-5p [502]
miR-101 sérum [507]
miR-130b [508]
miR-29b cellules neuronales | [509]

Tableau 11. Classement de miARNs selon leurs transports.
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8. Les miARNs dans des évenements
biologiques

8.1 Généralités

8.1.1 Les miIARNSs dans les processus biologiques

Les miARNSs ont un réle trés important dans un grand nombre de processus
biologiques nécessitant une régulation précise, incluant le développement embryonnaire, la
prolifération, la différenciation et la reproduction, mais également dans des processus
cellulaires comme 1’apoptose, la régulation du cycle cellulaire et le métabolisme...

Des exemples de régulation de développement embryonnaire par les miRNAs sont

mentionnés dans la figure 59 et le tableau 12.

miR-145
cluster miR-302 miR-10a
miR-371/372/373 miR-24
cluster miR-520 miR-375
cluster miR-17/92 miR-122 miR-125
Hiah cluster 106a-92 miR-145 miR-192 miR-30b
106b-25, miR-93 miR-124aJ miR-302 miR-196a, b miR-30c
Inner Cell Mass = Gastrulation Mesoderm s Endoderm=? Ectoderm:
miR-106a, miR-93 miR-200a, b, ¢ miR-290 miR-93 miR-29¢c
Mouse miR-20, miR-17-5p miR-141 miR-93 miR-338-5p miR-125a
miR-290 miR-429 miR-17-5p | miR-340-3p miR-376a
< miR-297
miR-96
miR-21
\ let-7
_— miR-424

miR-214

Blastocyst (section) Early Gastrula Late Gastrula (section)

Trophectoderm Specification

miR-125, miR-30b, miR-30c Human
miR-297, miR-214, miR-96, miR-125a, miR-21, miR-93, miR-424, miR-29c, let-7, miR-376a Mouse

Figure 59. Implication des miARNSs dans le développement embryonnaire. D apreés [510].
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Germ Layers  Species miRNAs Target Genes Reference
Ectoderm Human miR-125 SMAD4 (7
miR-30b, miR-30¢ Embryonic ectoderm development protein (EED) (48)
Mouse miR-297, miR-96, miR-21, miR-29c¢, let-7, miR-214, miR-125a, All Ras and Mapk (p38 pathways) (60)
miR-424 and miR-376a
miR-200a,b,c, miR-141, miR-429 Snail (16)
Endoderm Human miR-145 OCT4, SOX2, KLF4 (64)
miR-10a HOXA1 (57)
miR-24 NOTCHI-MAPK14 (57)
miR-375" TIMMSA, MTPN, JAK2, C10BP, UUSPI1, ADISPORI  (21,57)
miR-122%, miR-192% CATI, SIP] (57,21)
Mouse miR-93 Stat3 (13)
miR-338-5p, miR-340-3p Members of Hdac and related pathways (14)
Mesoderm  Human miR-302, miR-427 Leftyl, Lefty2 (TGFB/Nodal Smad2/3) (44)
miR-145 OCT4, SOX2, KLF4 (64)
Mouse miR-290 Dkk! (affecting Wnt pathway) (68)
miR-200a,b.c, miR-141, miR-429 Snail (16)
miR-93, miR-17-5p Stat3 (13)
miRNA, microRNA (miR); Hdac, histone deacetylase. *Liver or ’r"pancrcatm islet-specific miRNAs.

Tableau 12. Les miARNS et leurs cibles dans le developpement embryonnaire. D aprés [510].

Par exemple, les miARNSs ont role trés important dans le systeme immunitaire. L’invalidation
conditionnelle de Dicer dans les lymphocytes induit une altération des lymphocytes T
régulateurs. Ceci conduit a une pathologie immunitaire complexe associant une
splénomégalie, une augmentation de volume des ganglions lymphatiques intestinaux et une

colite [511].

Les cellules embryonnaires souches de souris déficientes en DGCRS, sont incapables de se
différencier correctement et maintiennent 1’expression de facteurs de pluripotence apres la
différentiation, ceci est d0 a une dérégulation d’expression des miARNs essentiels au

processus de différentiation [512].

8.1.2 Les miARNSs et le cancer

Les miARNSs sont classés en deux groupes: miARNSs suppresseurs de tumeur
(miRST) et les miARNSs oncogénes (oncomiR). En effet, certains miARNs ciblent des ARNm
des genes oncogenes et leur diminution dans certains cancers conduit a la surexpression de
leurs cibles. Au contraire, d’autres miARNSs qui ciblent des génes suppresseurs de tumeurs

sont surexprimés dans les cancers.

e Les miARNS suppresseurs de tumeur

Parmi le premier miRTS étudié, était la famille des let-7. Dans le cancer du poumon, let-7 a
une expression reduite associée a une forte expression de la protéine RAS et constitue un

facteur de mauvais pronostic [513]. Certains miARNS sont eux sous-exprimés dans le tissu
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cancéreux par rapport au tissu sain, tels que miR-143 et miR-145 dans les cancers colorectaux
[514], miR-145 dans les cancers du sein [515] ou miR-29b dans les leucémies lymphoides
chroniques [516].

e les miARNSs oncogenes

A P’inverse des miRST, les oncomiRs sont souvent surexprimés dans les
cancers et entrainent des effets prolifératifs ou anti-apoptotiques. L’un des premiers oncomiR
identifié est miR-155. Sa surexpression est retrouvée dans les lymphomes B diffus a grandes
cellules, les cancers du sein et du colon. Dans les souris transgéniques, la surexpression de
miR-155 suffit a provoquer une leucémie aigué lymphoblastique ou a un lymphome de haut
grade [517].
Le développement des méthodes d’analyse de 1’expression des miARNs, par microarrays, RT-
gPCR ou encore par séquencage a haut débit ont permis d’acquérir de nombreux profils
d’expression des miARNSs dans les tissus cancéreux. Ainsi, dans le cancer du sein, miR-9 est
surexprimé dans les cellules cancéreuses [518]. MiR-9 cible et inhibe la traduction de
I’ARNm CDH1, codant pour I’E-cadherine, ce qui conduit a 1’augmentation des propriétés
invasives des cellules cancéreuses. Ainsi, des cellules de cancer du sein non métastasique

surexprimant miR-9, sont capables de former des métastases pulmonaires, chez la souris.

Un autre exemple concerne le cluster miR-17-92, contenant plusieurs miARNs oncogéniques.
Ce cluster est induit dans divers types de cancer dont le lymphome a cellules B, le cancer du
poumon, du sein et du pancréas. Les genes cibles des miR-17-92 sont E2F1, PTEN et
p21CIP1/WAF1, des régulateurs du cycle cellulaire [519].

D’autres exemples de dérégulation de 1’expression des protéines de la biogénese de miARNs
dans plusieurs types de cancer sont présentés dans tableau 13.

Type de Protéines le niveau d'expression Réf
cancer affectees
Prostate Dicer a/ L’expression de Dicer est augmentée dans le cancer | [520]

de la prostate.

b/ L’inhibition de Dicer supprime la croissance et la
capacité tumorigéne des lignées de cellules de cancer
de la prostate chez I'homme, mais augmente les
capacités migratoires de certaines lignées de cellules
cancéreuses de la prostate.

¢/ I’ablation compléte de l'activité de Dicer dans un
modele de souris PTEN KO entraine dans le cancer de
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la prostate un arréte de croissance et de progression
tumorale

Colorectal

Dicer

Une surexpression de Dicer est associée a un pronostic
défavorable de survie.

[521]

Prostate

Dicer

a/ L'expression de Dicer est augmentée de 2,5x dans
les échantillons métastatiques par rapport aux tumeurs
non métastatiques

b/ 81% des adénocarcinomes de la prostate montrent
une surexpression de Dicer par rapport au tissu
prostatique normal et I'expression de Dicer augmente
avec le stade clinique de la tumeur

¢/ L’expression de Dicer beaucoup plus élevée dans la
lignée DUI145  (provenant d’une  métastase
ganglionaire) par rapport a la lignée RWPE-1

[522]

Mélanome

Dicer

L'expression de Dicer est spécifiquement augmentée
dans les melanomes, avec une augmentation
significative dans 81% des mélanomes cutanés, 80%
des mélanomes

acrolentigineux et 96% des meélanomes métastatiques
par rapport aux carcinomes et aux sarcomes. La
surexpression de Dicer est associée a un index
mitotique élevé, a la métastase nodale et a un stade
clinque avancé.

[523]

Cancer
gastro-
intestinale

Dicer

L'expression de Dicer dans les cellules cancéreuses
gastro-intestinaux humaines AGS et HepG2 est plus
élevé, tandis que, son niveau d'expression dans les
cellules Kyse-30 est plus faible que les échantillons de
contréle.

[524]

Cancer de
I’ovaire

Dicer

a/ La down-regulation de Dicer promu la prolifération
cellulaire, la migration et la progression du cycle
cellulaire de lignées de cellules cancéreuses de l'ovaire
(A2780 et SKOV3).

b/ L'expression de Dicer est significativement
diminuée dans les cellules A2780 résistantes au
cisplatine.

c/ Dicer est impliquée dans la résistance aux
médicaments dans le cancer de l'ovaire, et que son
expression peut étre régulée par EZH2

[525]

Oesophage

Drosha

a/ La surexpression de Drosha est associée a un
pronostic défavorable de survie

b/ Drosha est surexprimee dans la majorité des lignées
de cancer de l'cesophage par rapport a une lignée
d'eesophage normal et d'autres lignées tumorales

[526]
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Cancer Drosha Le niveau d'expression de Drosha est plus élevé dans | [524]

gastro- les lignées cellulaires cancéreuses gastro-intestinaux
intestinale humaines AGS et HepG2 que chez les témoins, alors
que le niveau d'expression de Drosha dans la lignée
cellulaire Kyse-30 était plus faible.

Cancer DGCRS8 Les niveaux d'expression DGCR8 dans les trois | [524]
gastro- lignées cellulaires cancéreuses gastro-intestinaux
intestinale humaines (AGS, KYSE30 et HepG2) que chez les
témoins.
cancer Ago2 a/ l'expression d’Ago2 dans trois types de cancer | [527]
gastrique gastrique (363 CGs primaires, 8 métastases dans les

ganglions lymphatiques et 10 I'épithélium de tissus
environnants gastriques non néoplasiques).

b/ Ago2 est surexprimé dans le cancer gastrique
primaire et métastasique par rapport aux témoins sains.
¢/ I’expression d’Ago2 est également corrélé au sexe
des patients, ce qui peut suggérer un réle possible des
hormones dans les mécanismes de régulation d’Ago2.

Tableau 13. Exemples de dérégulation de [’expression des protéines de la biogénése de

miARNs dans plusieurs types de cancer.

8.2 Rodle des miARNs dans 'appareil génital male

8.2.1 ROle des protéines de biogenese des miARNS

8.2.1.1 Expression des protéines de la biogénése des
MIARNS

Certaines études ont montré le profil d’expression des protéines de la
biogenese des miARNSs au sein du testicule ou de ses différentes composantes cellulaires.
Méme si les cellules germinales et les cellules de Sertoli expriment toutes les protéines de
biogenese, il existe néanmoins des profils d’expression différents entre ces deux types de

sous-populations.

e Dans les cellules de Sertoli
Les cellules de Sertoli expriment les transcrits de I’ensemble des acteurs

de la biogenese des miRNAs (Drosha, Dicer, Agol-4). Cependant, les cellules de Sertoli
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expriment a un taux élevé le transcrit Ago2 en comparaison des cellules germinales [528]
(figure 60).
e Dans les cellules germinales
Les cellules germinales du testicule (spermatocytes et spermatides)
présentent toutes un profil d’expression comparable des transcrits codant pour la machinerie
de biogenése des miARNSs. Ainsi ces cellules expriment fortement les transcrits de Drosha et

Ago4, avec une expression marquée de Ago3 et Ago4 dans les spermatocytes pachyténes
[528].

0,025 1
W Drosha
W Dicer
0,02 - E [ Agot
] Ago2
W Ago3

15

0,015 W Ago4
0,01 -

0,005

Transcript level normalized to S16

Pachytene Round Stid. Elongat. Stid. Sertoli NIH-3T3

Figure 60. Profil d’expression des transcrits codant la machinerie de biogenese de miRNAs

au sein des sous-populations cellulaires du testicule. D aprés [528]. Comparaison entre les cellules

germinales testiculaires (spermatocytes pachytenes, spermatides rondes et spermatides allongées) et cellules
somatiques (cellules de Sertoli et contréle positif NIH-3T3).

8.2.1.2 L’invalidation des protéines de biogénése de

miARNSs
Plusieurs études ont montré le role crucial des protéines de la biogénese

de miARNS dans la spermatogeneése et la fertilité masculine.

a) DROSHA

L’invalidation conditionnelle (cko) aprés la naissance de Drosha ou
Dicer dans les cellules germinales des testicules de souris induit I’infertilité chez les males

avec une spermatogenése perturbée caractérisée par une diminution des spermatocytes et des
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spermatides. Le phénotype Drosha (cko) est plus sévere que le phénotype Dicer (cko) [529].
Ces donnees suggérent que les miARNS ainsi que d’autres petit-ARNs Dicer-dépendants (par
exemple les endo-siRNA) ont des roles divergents dans la régulation des ARNm codant pour
des protéines au cours de la spermatogenése post-natal [529]. Le KO de Drosha dans le
testicule touche la maturation des miARNs mais pas des endo-siRNAs. Cette invalidation de
Drosha entraine des perturbations de spermatogénese, ce qui suggere le role essentiel de
miARNSs dans spermatogenese normale post-natal. La carence en Drosha ou le manque de
miARNSs dépendants de Drosha pourrait perturber les deux phases méiotiques et haploides de
la spermatogenese. Les endo-siARN jouent un role plus important par rapport aux miARNs

sur la stabilité de I'ARNm des spermatides rondes.

b) DGCRS8
Le réle crucial de géne DGCRS8 dans la reproduction a été montré par
I’invalidation de ce géne dans les cellules souches embryonnaires. En effet, lorsque ces
cellules déficientes en DGCRS, sont traitées a l'acide rétinoique, un inducteur puissant de
différenciation, les marqueurs de pluripotence (Oct4, Rex1, Sox2 et Nanog) ne sont pas
complétement réprimés et ces cellules conservent toujours la capacité de produire des
colonies de cellules souches embryonnaires. Ces résultats suggerent que les miARNSs régulent

’auto-renouvellement de cellules souches embryonnaires [512].

¢) DICER

Le géne Dicer est essentiel au développement embryonnaire chez la
souris (voir tableau 14 et figure 61). Sa suppression entraine une létalité précoce de
I’embryon, ce qui suggere que la machinerie de la biogéneése de miARNs joue un role

important dans le maintien de la population de cellules souches [530].

Dicer 1 est impliqué aussi dans la maturation et la survie des cellules de Sertoli.
L’invalidation conditionnelle de Dicer 1 dans les cellules de Sertoli chez la souris entraine
une infertilité associée a une compléte absence de spermatozoides et une dégénérescence

progressive du testicule [531].

Le ko de Dicer 1 entraine une diminution de trois miARNs Sertoliens: miR-125a-3p, miR-872
et miR-24 qui ciblent SOD-1 (superoxide dismutase 1) [532]. L’augmentation de 1’expression
de la protéine SOD-1 induit I’apoptose des cellules de Sertoli.
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L’invalidation conditionnelle de géne Dicerl dans les cellules germinales primordiales au
pendant la vie embryonnaire (7,5°me jour) induit des défauts de prolifération de ces cellules et
les souris adultes présentes des défauts de la spermatogenése avec un faible nombre de

spermatogonies et de rares tubes séminiféres contenant de spermatides [533].

Mouse Cre expression Spermatogenic phenotype References

model

TnapCre- Primordial germ Defects in PGC proliferation and post-natal spermatogenesis Hayashi et al. (2008)
Dicerl  cells (PGCs) and Maatouk et al.

(2008))

Ddx4Cre-  Prospermatogonia  Meiotic defects, reduced number of haploid cells, drastic abnormalities in head and tail morphology of the  Liu et al. (2012a) and
Dicerl  (E18) remaining spermatozoa Romero et al. (2011)

Ngn3Cre-  Spermatogonia No gross abnormalities in spermatogonia and spermatocytes. Major defects in haploid differentiation Korhonen et al. (2011))
Dicer1 including chromatin organization, condensation and nuclear shaping of elongating spermatids

Stra8Cre-  Spermatogonia Morphological disruptions of spermatocytes and round spermatids, impaired meiotic progression Wu et al. (2012) and
Dicer1 Greenlee et al. (2012)

Stra8Cre-  Spermatogonia Severe morphological disruptions in spermatocytes and round spermatids. Stronger phenotype than for ~ Wu et al. (2012)
Drosha the Stra8Cre-driven deletion of Dicer1 gene

Prml1Cre- Spermatids Defects mainly in post-meiotic differentiation, abnormal head morphology Chang et al. (2012))
Dicerl

Tableau 14. Les modeles de souris knock-out Dicerl. D apres [534].

Ddx4Cre
\L Ngn3Cre Stra8Cre

N ¢

TnapCre Prm1Cre

v

PGCs Prospermatogonia Spermatogonia Spermatocyte M-l and M-l RS ES
(O]
0@ @-ef-
CI6), A -
Bill'th

Figure 61. Le calendrier de la délétion du géne Dicerl pendant la spermatogénése est

Spermatozoa

indiqué par des fleches rouges. D ‘aprés [534].

La délétion conditionnelle de Dicerl dans la lignée germinale male juste avant la naissance
induit des défauts séveres dans les cellules germinales méiotiques et post-méiotique [535,
536]. En effet, les spermatocytes montrent un retard de la progression de la méiose | et une
apoptose massive, ce qui entraine la réduction du nombre de spermatides rondes. Les
spermatides rondes restantes ne subissent pas une différenciation normale, les spermatozoides
ne sont pas fonctionnels et morphologiquement anormaux. Il a été suggéré comme meécanisme
dans ces défauts, le réle des éléments transposables. En effet, les spermatocytes deficients sur-
expriment les éléments transposables de la famille SINE [535]. Une surexpression similaire
de cette famille (SINE) a été observée dans ovocytes de souris apres 1’invalidation de Dicer 1

[537].
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Les deux travaux de I’équipe Korhonen HM et al [538] de 1’équipe de Greenlee AR et al
[539] montrent que les phénotypes sont moins graves lorsque la délétion Dicerl dans les
spermatogonies survient aprés la naissance. En effet, il n y a pas d’effet évident sur la
progression de la méiose et les premiérs troubles visibles sont au niveau des cellules
germinales males haploides [538]. Dans les testicules de ces souris, le nombre de
spermatozoides dans 1’épididyme est considérablement diminué et les spermatozoides sont
morphologiquement anormaux avec des problémes d'organisation et de condensation de
chromatine dans leurs tétes [538]. Cependant 1’expression des transposons n'a pas été affectée
dans ces testicules. Cette différence d'expression des éléments transposables entre ces
modeles et les modeéles knockout Ddx4Cre et Ngn3Cre de Dicerl (voir figure 61) suggere que
Dicerl peut étre impliquée dans le controle de 1’expression de transposon dans l'embryon
et/ou la phase post-natale précose (avant 1’expression de Ngn3). D'autre part, il y a une
surexpression de satellite majeur (des répétitions de 234 paires de bases, situés dans les
régions péricentromériques) dans les testicules de souris knock-out Dicerl(Ngn3Cre) de
maniere similaire a ce qui est observé dans les cellules souches embryonnaires de souris
knock-out Dicerl [538, 540, 541].

d) PROTEINES AGO

Les roles des petit-ARN (miARN, siRNA) peuvent étre également
étudiés par l'inactivation des protéines effectrices AGO (AGO1, AGO2, AGO3, AGO4) qui
interviennent dans leur biogénése [542]. Les protéines AGOs sont exprimées de facon
ubiquitaire, mais AGO4 est fortement exprimé dans les testicules. AGO4 se localise dans les
noyaux des spermatocytes pendant la méiose I, en particulier sur les sites synapses dans le
sous-domaine XY impliqué dans le silence de transcription des chromosomes sexuels. Les
souris knock-out Ago4 (Ago4 ~'°) montrent une méiose perturbée liée a la perte dramatique de
plus de 20% des miARNs du chromosome X. Cette étude montre qu’AGO4 régule 1’entrée
en méiose et I’inactivation du chromosome sexuel dans les cellules germinales de mammifére,

impliquant des petits-ARN dans ce processus [542].

L’étude des animaux Ago2 -/-, n’a pas mis en évidence d’altération au niveau testiculaire ni
au niveau de la fertilité suggérant que (i) Ago2 n’est pas indispensable a la meéiose et la
spermiogéneése, (ii) I’éventuelle compensation de la perte d’Ago2 par les autres membres de la

famille argonaute [543].
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8.2.2 ROle des miARNS dans la différenciation sexuelle

Chez les mammiferes, la différenciation sexuelle est contrdlée par deux
groupes de genes qui contrélent la détermination du sexe. SOX9 joue un réle clé au cours du
développement des testicules et ce facteur est maintenu inactif dans les gonades XX au
moment critique de la détermination du sexe. Ce processus fait intervenir des miARNSs. Les
miARNS entrainent la répression de Sox9 au début du développement de I'ovaire. Grace a la
technologie de microarray, 1’équipe de Real et al [544] a identifié 22 miARNSs présentant une
expression spécifique du sexe dans les gonades en développement au cours de la période
critique de la détermination du sexe. Les analyses ont conduit a l'identification de miR-124
comme régulateur de I’expression du géne SOX9 dans les cellules de I'ovaire. Ces résultats
fournissent la premiére preuve de Il'implication d'un miARN dans la régulation d'un géne
contrélant le développement des gonades et la détermination du sexe. SOX9/SF1 régulent la
transcription de miR-202-5p/3p pendant la différenciation des testicules, suggérant un réle
précoce de SOX9/ miR-202-5p/3p dans le développement des testicules [545]. D’autres
miARNSs participent a la différenciation des gonades: miR-140-3p et son brin guide miR-140-
5P. L’analyse de testicule de souris nulles pour miR-140-5p/miR-140-3p a révélé une

augmentation significative du nombre de cellules de Leydig [546].

8.2.3 Role des miARNSs dans spermatogénese

La régulation post-transcriptionnelle de I'ARNm est active pendant la
spermatogenese. Les miARNSs sont clairement impliqués et régulent I'expression des génes
pendant toute la durée de différenciation des cellules germinales méles [547] (voir figure 62).
Plusieurs études utilisant des puces &8 miARN, RT-PCR ou le séquencage de petit ARN ont
identifié les miARNs qui sont exprimées exclusivement ou préférentiellement dans les
testicules et a les phases spécifiques de différenciation des cellules germinales males [548,
549]. Ces études ont montré une expression de maniére différentielle des miARNs entre
testicules immatures et matures de souris [550]. Puisque 19 miARNSs sont exprimes
différemment entre les testicules immatures et matures.

De plus, il existe des profils de populations des miARNs spécifiques de gonocytes et
spermatogonies [429] et des profils de miARNs au cours de la premiere vague de
spermatogenese en [551]. Les profils de populations de miARNSs identifiés aussi enrichies de

cellules souches, les cellules pre-méiotiques méiotique [552] ou spermatogonies,
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spermatocytes et spermatides [553]. Ces types de cellules semblent exprimer plusieurs
miARNs communs, mais aussi certains miARNs qui sont spécifiques de certains types

cellulaires.

Spermatogenesis

Adult
P21
P14
P7
Mitotic Phase Meiotic Phase Haploid Phase
MSCI PMSC

@@@@@)@@)t

°
SgPr SgA SgB SpPr SpLZ SpPaJ SpPaA SdR SUE Sz
N\

Type ll
2% ///
ya
Type lll // -
(64%)

Figure 62. Trois groupes miARNs regroupés en fonction de leurs profils d'expression au

cours de la spermatogenese. Type I: les miARNs exprimés dans les spermatogonies préméiotiques puis leur
expression diminuent dans les spermatocytes et spermatides, ce qui indique qu'ils sont soumis a MSCI et EMSP.
Type 1I: les miARNSs liées a I'X montrent une expression accrue dans les spermatocytes indiquant /’évasion de
MSCI, suivie par une diminution de leur expression dans les spermatides indiquant qu'ils sont soumis a EMSP.
Type 111: les miARNSs liées a I'X affichent une expression élevée dans les spermatocytes et les spermatides
indiquant que ces miARNs s’échappent a la fois a MSCI et a EMSP. SGPr, spermatogonies primitifs type A;
SGA, spermatogonies type A; SGB, spermatogonies de type B; spPr, spermatocytes préleptotene; SpLZ,
leptoténe et spermatocytes Zygoténe; SpPaJ, spermatocytes pachyténes a jour 18 postnatal; SpPaA,
spermatocytes pachytenes de souris adultes; DTS, spermatides ronds; SdE, spermatides allongées; Sz, les
spermatozoides; MSCI, Meiotic sex chromosome inactivation; PMSC, postmeiotic sex chromatin. D’ aprés
[547].
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Curieusement, chez les mammiferes, la densité de genes de miARNS est nettement plus élevés
sur le chromosome X que sur les autosomes. Ceci pourrait étre lié a I'organisation sous forme
de cluster des génes de miARNSs [554]. En effet, le sequencage de I'ARN de spermatocytes et
spermatides en comparaison de cellules somatiques a révéle que les miARNSs localisés sur le
chromosome X ont des niveaux d'expression plus élevés que toutes les autres catégories de

mMiARNSs dans les cellules germinales méles.

L’étude des fonctions des miARNSs et l'identification de leurs cibles spécifiques au cours de la

spermatogenese a explose ces dernier années.

8.2.3.1 Dans les spermatogonies

Par exemple le miR-146 est fortement exprimé dans les spermatogonies
indifférenciées. Le miR-146 module leur état indifférencié, un processus dépendant de
signalisation de I'acide rétinoique [555]. En effet, le niveau de transcription de mir-146 est
diminué de prés de 180 fois dans les spermatogonies différenciés par rapport a les
spermatogonies indifférenciés. Parmi les cibles directes de mir-146 sont Medl (mediator
complex subunit 1) et les co-régulateurs de récepteurs de 1’acide rétinoique (RAR et RXR).
La surexpression de mir-146 dans les spermatogonies indifférenciées inhibe 1’oncogéne Kit.
Inversement, l'inhibition de miR-146 augmente le niveau de Kit. Dans les spermatogonies
indifférenciées traitées avec 1’acide rétinoique, le miR-146 est réprimé, ainsi que les
marqueurs des cellules germinales indifférenciées: zinc finger and BTB domain containing 16
(Zbtb16 appelé aussi Plzf) alors que I’expression de Kit est augmenté. Dans les
spermatogonies traitées avec 1’acide rétinoique, la surexpression de Kit stimulée par Stra8
(retinoic acid gene 8) et Sohlh2 (spermatogenesis- and oogenesis-specific basic helix-loop-

helix 2) est inhibée par la surexpression de miR-146.

D'autres miARNs du chromosome X sont impliqués dans la régulation de I'état indifférencié
des spermatogonies et sont sous le controle de 1’acide rétinoique. En effet, I'inhibition de miR-
221 et miR-222, chez la souris induit la différenciation des spermatogonies, ceci est lié a la

surexpression de Kit [556].

Les miARNSs de cluster-17-92 (appelé aussi Mircl) et son cluster paralogue 106b-25 (appelé
aussi Mirc3) sont régulés négativement par l'acide rétinoique au cours de la différenciation
des spermatogonies, a la fois in vitro et in vivo [557]. En effet, la répression de ces clusters

par l'acide rétinoique entraine I’augmentation de I'expression de Bim, Kit, SOCS3 et Stat3.
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L’invalidation de cluster Mircl dans les cellules germinales males donne un phénotype avec
petits testicules, une diminution du nombre de spermatozoides dans I'épididyme et des défauts
légers de la spermatogenese. L’ablation de Mircl dans les cellules germinales males
augmente I'expression des miARNs de Mirc3 dans ces cellules. Ces données suggérent une
coopération fonctionnelle entre ces deux clusters pour réguler le développement des

spermatogonies [557].

Le séquencage a haut débit a permis d’identifier le miR-21, miR-34c, miR-182, miR-183 et
miR-146a, comme étant préférentiellement exprimés dans les cellules germinales. Il a été
proposé que l'inhibition transitoire de miR-21 dans les cultures germinales (spermatogonie)
entraine la diminution de leur nombre et 1’apoptose de ces cellules, ce qui indique que miR-21

est important pour le maintien de la population de spermatogonies [558].

8.2.3.2 Dans les spermatocytes/ spermatides

Les miARNs ont aussi un rble important dans la régulation de
I'expression des genes des cellules méiotiques et postméiotiques. Par exemple, le miR-34c est
fortement exprimé dans les spermatocytes et spermatides rondes [559, 560]. L'inhibition de
miR-34c dans les spermatocytes primaires semble empécher I’apoptose de ces cellules,
induite par la privation de la testostérone. La surexpression de miR-34c dans les cellules
germinales entraine la diminution de I’expression de sa cible ATF1 (Activating transcription
factor 1) et I’apoptose de ces cellules [560].
Les clusters de miR-449 et le cluster miR-34 sont préférentiellement exprimés dans les
testicules murins avec une expression majoritaire dans les spermatocytes et dans les
spermatides [561]. Le cluster de miR-449 est sous le contrdle de deux facteurs de
transcription CREMt (cAMP-responsive element modulator t) et SOX5. Il a été suggéré aussi
que les miR-449s et le cluster 34b/c partagent les mémes cibles: la voie E2F-pRb. Ce qui peut
expliquer que le KO de cluster 449 ne donne pas un phénotype visible par redondance
d’activité avec cluster 34b/c.
L’ARNm de TP2 (transition protein 2) et Prm2 sont les cibles de miARN spécifique du
testicule: miR-469. En effet, le miR-469 inhibe la traduction de ’ARNm de TP2 et de Prm2
dans spermatocytes pachyténes et dans les spermatides rondes, ceci entraine I'échec de

I'élongation de spermatides [562].
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Le miR-122a qui est spécifque de cellules germinales méles peut également cibler 'ARNm de
TP2 et entraine son clivage [563].

Une autre étude a montré que 1’oncomir miR-18a qui appartient au cluster miR-17-92 cible
directement le facteur de choc thermique 2 (HSF2), un facteur de transcription essentiel a
different processus de développement, y compris la spermatogenese [310]. Les expressions de
HSF2 et miR-18 présentent une corrélation inverse au cours de la spermatogenese et
I'inhibition de mIiR-18 entraine ’augmentation de D’expression de protéine HSF2 et

l'expression de genes cible d’HSF2.

8.2.3.3 Dans les spermatozoides

Malgré I'état transcriptionnelle inactif des spermatozoides matures, leur
noyau contient une population de microARNs qui peuvent avoir un réle dans le
développement précoce de I'embryon [549, 564]. Par exemple, le miR-34c est présent dans les
spermatozoides matures et dans le zygote. MiR-34c semble étre important pour la premiére
division cellulaire du zygote via la modulation de l'expression de Bcl-2 [565]. D’autres
exemples de réle de miARNSs dans la spermatogénése sont mentionnés dans le tableau ci-

dessous (tableau 15):

Name Expression Proposed function Predicted and confirmed Reference
targets involved in
spermatogenesis

Let-7 family Male PGC's, Female oocytes, highly expressed in the Differentiation into mature gametes, LIN28 Dyce et dl. (2010), Luo et al. (2010), Zhong
testis UMOUr SUPPressors etal. (2010)
Let-7e Down-regulated in mature mouse and porcine testis Tumour suppressor MNR6AI, TAFS, FASL, EIF4G2, Yan et al. (2007), Luc et al. (2010), Buechner
SUV39H2, DZIPI, DDXI198, MYCN etal. (2011)
miR-10a Enriched in the spermatogonial cell population compared Cellular differentiation NCOR2 Foley et al. (2011), Niu et al. (2011)
with somatic cells of day 6 testis
miR-100 In day 7- 10 mouse testis Tumour suppressor, ovarian cancer FRAPI/mTOR Buchold et al. (2010), Nagaraja et al. (2010)
miR-122a Up-regulated in mature mouse testis Later stage germ cell maturation TNP2 Yu et al. (2005)
miR-124a Up-regulated in mature rhesus monkey testis, ES cells Suppression of cell migration, pluripotency QKI, MYOI10, SP3, MITF, FGGR2, Yan et al. (2009), Lee et al. (2010), Hunt et al.
CDK4, KLF4, SLUG, IQGAPI, (2011)
ITGBI
miR-125a Later male PGC's Control of differentiaton LIN28 Hayashi et al. (2008), Zhong et al. (2010)
miR-127 Down-regulated in mature mouse testis Lung development BRD2 Yan et al. (2007), Bhaskaran et al. (2009)
miR- 141 Early PGC's, up-regulated from day 7 to day 14 in mouse Inhibits cell migration and invasion SIPI Hayashi et al. (2008), Buchold et al. (2010), Hu
testis etal (2010)
miR-154 Down-regulated in mature rhesus monkey testis Lung development PPPICC, PCNA, AQP%, HMGA2 Williams et al. (2007), Yan et al. (2009)
miR-17-92 PGC's, ES cells, some members down-regulated in Regulator of differentiation, proliferation STATS3, E2FI, PTEN (I19a, 19b) Novotny et al. (2007a, b), Hayashi et al.
cluster non-obstructive azoospermia and apoptosis (2008), Lian et al. (2009), Dyce et al. (2010)
miR- 18 Spermatocytes Oncogenic HSF2 Bjork et al. (2010)
miR-181b Down-regulated in mature mouse and porcine testis Tumour suppressor TBPII, RSBNI, AMD, DAZAP2, Yan et al. (2007), Luo et al. (2010), Zhu et al
PIK3R3, RNF6, BCL2 (2010)
miR-181c Down-regulated in mature rhesus monkey and mouse Tumour suppressor KPNBI, NRéAI, SOX6, RAD2I, Yan et al. (2007), Yan et al. (2009), Hashimoto
testis CREBI, SOX5, RSBNI, AMD, etal (2010)
TNPOI, DAZAP2, NOTCH4, KRAS
miR-181d Down-regulated in mature rhesus monkey testis Drug resistance, regulation of apoptosis TIMP3, RNF6, KPNBI, BCL2 Yan et al. (2009), Zhu et al. (2010)
miR-184 Highly expressed in GC| cells, Enriched in the Tumour suppressor AKT2 Marcon et al. (2008), Foley et al. (2010), Niu
spermatogonial cell population compared with somatic etal. (2011), Teng et al. (2011)

cells of day 6 testis, preferentially expressed in late stage
spermatocytes and spermatids

miR-185 Preferentially expressed in pachytene spermatocytes Tumour suppressor, cell cycle regulator ~ RHOA, CDC42 Marcon et al. (2008). Liu et ol. (2011a, b, ¢)
miR-191 Highly expressed in testis, preferentially expressed in beta Required for normal sperm morphology Indirect regulation of Dicer| and Marcon et al. (2008), Grinchuk et al. (2010)
pachytene spermatocytes, down-regulated in BNC2
teratozoospermia
miR-191* Up-regulated in mature rhesus monkey testis Yan et al. (2009)
miR-200a Early PGC's Tumour suppressor, Inhibitor of cell SIRTI, ZEB2 Hayashi et al. (2008), Eades et al. (2011), Wu
invasion/migration etal (2011)
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miR-200c

miR-2|

miR-214
miR-214

miR-22

miR-24
miR-27b

mir-290-295
cluster

miR-296
miR-29b

miR-30a
miR-30e

miR-302-367
cluster

miR-31

miR-320
miR-323
miR-335

miR-337

miR-34a

miR-34b

miR-34c

miR-361
miR-375

miR-376a

miR-379
miR-411
miR-434-5p
miR-449

miR-487b
miR-509-3
miR-557
miR-702
miR-709

miR-714
miR-715
miR-9

miR-99a

Early PGC'c

Spermatogonial stem cells

Pachytene spermatocytes

Down-regulated in mature mouse testis

Up-regulated in sheep fetal testis development from D42

to D75

Pachytene spermatocytes

Down-regulated in sheep fetal testis development from

D42 to D75
PGC's, ES cells

Up-regulated in mature rhesus monkey testis

Up-regulated in mature mouse testis

down-regulated in non-obstructive azoospermia

Up-regulated in sheep fetal testis development from D42

to D75
PGC's, ES cells

Enriched in the spermatogonial cell population compared

with somatic cells of day 6 testis
Spermatogonia, beta Pachytene and spermatids
Early PGC's

Down-regulated in mature mouse testis

Down-regulated in mature mouse testis

Up-regulated in mature mouse testis, up-regulated from

day 7 to day 14 in mouse testis

Up-regulated in mature rhesus monkey testis,

up-regulated from day 7 to day 14 in mouse testis

Pachytene spermatocytes and round spermatids,

up-regulated in mature rhesus monkey and mouse testis,
up-regulated from day 7 to day 14 in mouse testis

Down-regulated in mature mouse testis

Up-regulated from day 7 to day 14 in mouse testis,
enriched in the spermatogonial cell population compared
with somatic cells of day 6 testis, Highly expressed in

newborn epididymis

Down-regulated in mature mouse testis

Down-regulated in mature mouse testis
Down-regulated in mature mouse testis

Down-regulated in mature mouse testis

Up-regulated in mature rhesus monkey and mouse testis,
up-regulated from day 7 to day |4 in mouse testis (449a

and c)

Down-regulated in mature rhesus monkey testis
Expressed in human testis

Up-regulated in mature rhesus monkey testis

Up-regulated in mature rhesus monkey testis

Male and female germ line, up-regulated in mature rhesus

monkey and porcine testis
Up-regulated in mature rhesus monkey testis

Up-regulated in mature rhesus monkey testis

Later male PGC's, up-regulated from day 7 to day 14 in

mouse testis

Enriched in the spermatogonial cell population compared
with somatic cells of day 6 testis, down-regulated in

cisplatin resistant germ cell tumour cell lines

Tumour suppressor, Inhibitor of cell
invasion/migration, control of apoptosis

Spermatogonial self-renewal,
anti-apoptosis, oncogene

Potential role in meiosis

Cell survival, cell migration and invasion

Regulation of estrogen signalling

Potential role in meiosis

Cell differentiation (cardiac and adipocyte)
Gl to S phase cell cycle control

Tumour suppressor, cell motility repressor

Oncogene. represses apoptosis promotes
cell motility

Tumour suppressor, inhibits metastasis

Tumour marker

Transcription, cell growth and metabolism,
maintenance of pluripotency

Promotes cell migration and invasion

Adhesions between Sertoli and germ cells
Inhibits HINI virus replication

Maintenance of pluripotency in
mesenchymal stem cells

Repression of cell proliferation, Inducer of
apoptiosis

Tumour suppressor, promotes apoptosis,
cell cycle arrest and senescence

Cell cycle regulator, enhancement of germ
cell characteristics

Tumour suppressor, inhibits metastasis

Maintenance of pluripotency, and cell cycle
arrest

Membrane transport

Differentiation of ciliated cell progenitors

DNA methylation control

Control of differentiation

Tumour suppressor

ZEBI, TRKB

P12

WDTCI

HSPDI, TEX27, ADCYAPIRI, HBPI,
APIGI, SSRI, PTEN, AP-2Y
ITGA3

ESRI

MBD§, H2AX
PPARY

WEEI, FBXLS

NCALD, SCRIB

CREBS, BAKI, USP42, MLFI, HBPI,
SNX24, PTEN

SNAII

NR2F2

TIAMI

Protocadherin family
PBI
CCNT2. CCD2, RSBN I, RUNX2

TBX, APIGI, TAFS, TAf12, CREBI
CCNLI

CCND2, BLC2, GMFB, SIRTI

NOTCHI, LGR4, VEZT, MAN2A2,
FOXJ2

CCND3, CCNGI, CCNBI, CCNC,
CCNEI, CDK4, CDKé, E2F5, FOS,
CDC2, TGIF2, NOTCH2, STRBP
LGR4 KLF4, NOTCH| PPPICC,
GALT, KITLG, SPAG4, CCNL,
ZFP148, GMFB

KPNBI, ZFP148, BMPR2, CALM2
IGRIR

CDK2, AGO2

EIF4G2, EDNI. RNF6, ABCC2
USP42

MECP2, ASBI, BCL2, NOTCHI,
CASP2, KITLG, VCL, FOX]J2, INHBB,
SOXI1, CCNE2, GMFB, DLLI

EIF4G2, STAG2, VCP
SBFI, MMPI14
BORIS

KPNBI
LIN28

FRAPI/mTOR, SMARCAS,
SMARCDI

Hayashi et al. (2008), Radisky (201 1)
Niu et al. (2011), Zheng et al. (2011)

Marcon et al. (2008)

Yan et al. (2007), Yang et al. (2008), Bar-Eli
(2011)

Torley etal. (2011)

Marcon et al. (2008)

Karbiener et al. (2009), Busk and Cirera
(2010), Torley et al. (201 1)

Hayashi et al. (2008), Dyce et al. (2010),
Lichner et al. (2011)

Yan et al. (2009), Vaira et al. (201 1)
Yan et al. (2007), Wang et al. (201 |a, b)

Lian et al. (2009), Kumarswamy et al. (2011)
Yang et al. (2010), Torley et al. (2011)

Hayashi et al. (2008), Dyce et al. (2010), Rosa
and Brivanlou (201 1)

Cottonham et al. (2010), Niu et al. (201 1)

Marcon et al. (2008)
Hayashi et al. (2008), Song et al. (2010)
Yan et al. (2007), Tome et al. (2011)

Yan et al. (2007)

Yan et al. (2007), Buchold et al. (2010), Ito
etal. (2010)

Yan et al. (2009). Buchold et al. (2010), Vogt
etal (2011)

Yan et al. (2007), Yan et al. (2009), Bouhallier
et al. (2010), Buchold et al. (2010)

Yan et al. (2007)

Buchold et al. (2010), Zhang et al. (2010),
Kong et al. (201 1), Niu et al. (201 1)

Yan et al. (2007), Wang et al. (201 |a, b)

Yan et al. (2007), Haenisch et al. (2011)
Yan et al. (2007)
Yan et al. (2007)

Yan et al. (2007), Yan et al. (2009), Buchold
etal. (2010), Marcet et al. (2011)

Yan et al. (2009)
Novotny et al. (2007a, b)
Yan et al. (2009)
Yan et al. (2009)

Tamminga et al. (2008), Yan et al. (2009), Luo
etal. (2010)

Yan et al. (2009)

Yan et al. (2009)

Hayashi et al. (2008), Buchold et al. (2010),
Zhong et al. (2010)

Niu et al. (2011), Portetal. (2011), Sun et al.
(2011)

Tableau 15. Caractérisation fonctionnelle des miARN dans spermatogénése. D aprés [549].

8.3 MiARNs et cancer du testicule

Le cancer du testicule est maintenant reconnu comme le cancer le plus fréquent

chez les jeunes hommes. Ces cancers se développent a partir de lésion de carcinome pré-

invasif in situ (CIS), probablement a la suite d’un dysfonctionnement des précurseurs (les
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cellules germinales) ou gonocytes qui n'ont pas réussi a se différencier avec succés en
spermatogonies. Il est donc essentiel de comprendre la transition cellulaire de gonocytes en
spermatogonies, afin d'acquérir une meilleure compréhension de I'étiologie des tumeurs des
cellules germinales testiculaires.

Plusieurs études ont montré 1I’implication de Dicerl, enzyme de la biogénése de miARNSs dans
différentes types de cancer. Plusieurs mutations germinales dans le géne Dicerl ont été
identifiées chez les patients atteints de blastoma pleuro-pulmonaire [566], elle souvent
associee a un goitre et des tumeurs a cellules de Sertoli-Leydig. Une mutation au niveau du
domaine Illb de Dicerl est responsable de la diminution de son activité ARNase [567]. Elle a
été trouvée dans < 1% de 96 échantillons de tumeur de cellule germinale testiculaire (TCGT).
Mais, il semble que la mutation de Dicerl a un role trés réduit dans I'étiologie des TCGT.
[568]. Un sous ensemble des miARNs des cellules germinales males coordonnent la
différenciation et de I'entretien de la pluripotence de ces cellules [429]. Il a été proposé que
sept miARNSs identifiés par microarry sont exprimés de maniére différentielle entre gonocytes
et spermatogonies (les miARNs augmentés: miR-293, 291a-5p, 290-5p et 294 *, les miARNSs
diminués: miR-136, 743a et 463 *). Les cibles potentielles, identifiées par le logiciel de
prédiction, sont impliquées dans le développement des cellules germinales tels que le géne
PTEN, les génes de voie de signalisation Wnt et la cycline D1. De plus, d’autres travaux ont
montré que plusieurs miARNSs sont augmentés dans les tumeurs du testicule. Le hsa-miR-9,
hsa-miR-105 et les mMiARNS de cluster182-183-96 sont fortement exprimés dans le séminome,
tandis que I’expression des MiIARNSs de cluster 515-526 est élevée dans le carcinome

embryonnaire [569].

Dans des lignées cellulaires issues de tumeur de cellule germinale testiculaire (TCGT) :
NTERA-2 (NT2) et NCCIT, le miR-302a régule négativement le p21, ce qui rend ces cellules
sensibles a la mort cellulaire induite par le cisplatine [570]. Une étude récente a montré que
I'expression de hsa-miR-21, hsa-miR-221 et hsa-mir-222 est augmenté dans le séminome par
rapport a tissu testiculaire normal. Ce travail prouve que les miARNSs dans les échantillons
chirurgicaux fixés au formol et inclus en paraffine (FFPE) sont bien conservés, et que les
FFPEs peuvent étre une source précieuse pour I'étude des miARNSs dans le séminome [571].
Plusieurs rapports ont mis en évidence le role d’autres miARNs dans le cancer de testicule

sont mentionnés dans le tableau 16.
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miRNA

name
miR-133b
miR-140

miR- 145

miR-152N
miR-200c

miR-302
Cluster

miR-302d

miR-34alN
miR-367

miR-371-373
cluster

Expression

Teratoma

Teratoma

Down-regulated in seminoma and embryonal
carcinoma, down-regulated in non-obstructive
azoospermia, down-regulated in cisplatin
resistant germ cell tumour cell lines
Teratoma

Seminoma

Owverexpressed in adult (undifferentiated) and
paediatric germ cell tumours

Seminoma, embryonal carcinoma, up-regulated
in yolk sack tumours

Teratoma

Embryonal carcinoma, ES cells

Seminoma, embryonal carcinoma,
overexpressed in malignant paediatric germ cell
tumours, down-regulated in non-obstructive
azoospermia, up-regulated in cisplatin resistant
germ cell tumour cell lines

Function
Tumour suppressor
Skeletal development, and

cartilage maintenance

Represses pluripotency,
TUMOUr SUppressor

Tumour suppressor,
Inhibitor of cell invasion/
migration, control of
apoptosis

Maintenance of
pluripotency

Oncogene, suppressor of
apoptosis

Pluripotency, regulation of
gene transcription

Inhibits apoptosis

Predicted and
confirmed targets

POUA4FI, MEIS2,
FSCNI

BCLI 1A, SOX4,
CXCLI2

PLAGL2, E2F3, SOX9,
OCT4, SOS2, KLF4,
FSCNI

ZEBI, TRKB

NR2F2

LATS2, LEFTYI, MLL3,
DAZAP2, TNFAIPI,
BCLIIB PLAGI

LATS2, KLF4, RUNXI,
SYNJI, SMADé6

ZIC4, LATS2, LEFTYI,

DAZAP2, TNFAIPI,
PLAG2, MLL3,

Reference

Gillis et al. (2007), Kano et al.

(2010)

Gillis et al. (2007), Nicolas et al
(2008), Miyaki et al. (2010)
Gillis et al. (2007), Lian et al.
(2009), Xu et al. (2009), Kano
et al. (2010), Port et al. (201 1)

Gillis et al. (2007)

Gillis et al. (2007), Radisky
(2011)

Gillis et al. (2007), Lian et al.
(2009), Palmer et al. (2010),
Murray et al. (2010), Rosa and
Brivanlou (201 |)

Gillis et al. (2007), Murray et al.
(2010)

Gillis et al. (2007)

Gillis et al. (2007); Li et al.
(2009a, b)

Voorhoeve et al. (2006), Gillis
et al. (2007), Lian et al. (2009),
Port et al. (2011)

Tableau 16. Caracteérisation fonctionnelle des miARN dérégulés dans le cancer du testicule.

D’apres [549]
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9. Les miARNs sont-ils de nouveaux
biomarqueurs et/ou cibles
thérapeutiques?

9.1 Généralités

9.1.1 Les caractéristiques d’un biomarqueur

Le biomarqueur idéal doit étre: 1) accessible en utilisant des protocoles non
invasif 11) peu colteux a quantifier 111y spécifiques de la maladie d'intérét 1v) le modéle utilisé
doit traduit I’état physiologique chez I’homme V) une indication fiable et précoce de la
maladie avant que les symptémes cliniques apparaissent.

La plupart des biomarqueurs actuels sont des protéines. La complexité de la composition des
protéines dans la plupart des échantillons biologiques (notamment le sang), les modifications
post-traductionnelles qui les touchent, la faible abondance de beaucoup de protéines d'intérét
dans le sérum et le plasma et la difficulté de développer de maniere fiable des agents de
capture a haute affinité appropriés rendent parfois difficile leur utilisation. Ces subtilités font
de la découverte et du développement de nouveaux biomarqueurs a base de protéines avec

une bonne spécificité et sensibilité du diagnostic une tache colteuse, longue et difficile.

9.1.2 Les avantages des miARNSs

Les miARNSs extracellulaires représentent de bons candidats de biomarqueurs
non invasifs. En effet: 1) leur détection est simple et des méthodes pour leur amplification
faciles 1) les profils d'expression tissulaire est restreinte 111y la conservation de séquence entre
humains et modeles expérimentaux rend la recherche plus aisée 1v) La complexité structurale
et la modification post-transcriptionnelle des miARNSs sont faibles vi) ils ont une bonne
stabilité dans les fluides biologiques vi) ils sont protéges vis-a-vis des ribonucléases
endogenes grace a leur petite taille mais aussi grace a I’interaction avec plusieurs protéines et

organites qui permet leur transport.
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9.1.3 Les limites d’utilisation des miARNs

Plusieurs équipes ont cherché & caractériser le profil d’expression des
miARNS dans les pathologies, par diverses méthodes. La variabilité des résultats montre bien
qu’il est difficile d’établir un profil miARNS unique, pour une pathologie donnée, sans
compter les problémes liés aux methodes employées. De nombreuses méthodes d’analyse de
I’expression des miARNs dans liquides biologiques existent: puces a miARN, clonage et
séquencage des petits ARNs, la RT-PCR quantitative en temps réel... Par exemple,
I’utilisation des puces avec hybridation sur des sondes oligonucleotidiques, plusieurs
différences ont été observé avec les puces mesurant I’expression des miARNs. Tout d’abord,
la normalisation de 1’expression se fait généralement par rapport a I’expression médiane de
toute la puce, ce qui, compte-tenu du faible nombre de miARNS testés (quelques centaines) et
du faible nombre parmi ceux-ci qui s’expriment significativement, n’est pas approprié. De
plus, la petite taille des miRNAs (20-22 nt) pose plusieurs problémes, dont celui de la
spécificité de 1’appariement, car de nombreux de miARNs différent seulement d’un ou deux
nucléotides. Cette petite taille pose également un probléme de température d’hybridation
(Tm) qui varie beaucoup en fonction de la composition en bases. Dans le cas des ARNm, leur
longueur permet de choisir pour les sondes de la puce des régions spécifiques et dont la
composition en base va étre homogene pour avoir le méme Tm pour toute la puce. La taille
des miARNs ne laisse pas cette liberté et peut avoir pour conséquence que certains

s’hybrident mieux que d’autres.

L’ensemble de ces travaux n’a permis de révéler que quelques miARNS retrouvés dans les
différentes études et de multiples discordances quant & I’expression de la majorité d’entre eux.
La variabilité des résultats montre bien qu’il est difficile d’établir un profil en miARNS
unique, pour une pathologie donnée. Dans ce contexte, nous avons concentré ce paragraphe
sur les miARNS: miR-29, miR-18, miR-101, miR-130 (Table 17).

Maladie mMiARNS altérés liquide Réf
cancer colorectal miR-29a, miR-92a plasma [572]
cancer colorectal miR-29a, miR18a, miR19a, miR19b, | sérum [573]
miR15b, miR335
cancer colorectal miR-29a, miR-18a, miR -20a, miR -21, | plasma [574]
miR -92a, miR -106b, miR -133a, miR -
143, miR -145
cancer colorectal phase 111 | miR- 29a, miR- 18a sérum [575]
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cancer colorectal miR-29a, miR-17-3p, miR-92a, miR- | sérum [576]
135b
cancer colorectal miR -221 plasma [577]
cancer colorectal miR-92 plasma [578]
cancer du célon miR -141 plasma [579]
inflammation de l'intestin | miR-29a, miR-16, miR-23a, miR-106a, | plasma [580]
miR-107, miR-126, miR-191, miR-199a-
5p, miR-200c, miR-362-3p, miR-532-3p
métastases hépatiques miR-29a, miR-92 sérum [581]
d’origine colorectale
cancer buccal miR-29a, miR-16, let-7b, miR-338-3p, | sérum [582]
miR-223
carcinome du nasopharynx | miR-29c, miR-17, miR-20a, miR-223 sérum [583]
cancer du poumon miR-29a, miR-24, miR-26a, miR-30d épanchement | [584]
maligne
miR-29b-1-5p, miR-29b-2-5p liquide [585]
péritonéal et
séminal
adénocarcinome du miR- 29b, miR- 142- 3p sérum [586]
poumon
I'nypertension artérielle miR-130a, miR-451, miR-1246, miR- | plasma [587]
pulmonaire 23b, miR-191
cancer gastrique mir-125b, mir-199a, mir-100, let-7 g, | muqueuse [588]
mir-433, mir-214
cancer pancréatique mir-18a Plasma [589]
Le psoriasis miR-29a, miR-19 sérum [590]
mélanome métastatique miR-29¢ et miR-324-3p sérum [591]
cancer de la prostate miR-29a, miR-101, miR-141 plasma [592]
cancer de la prostate miR-375, miR-141 plasma [593]
Le trastuzumab (traitement | miR-29a, miR -210, miR -21, miR -126 | plasma [594]
de cancer de sein)
la leucémie lymphoide miR-29a, miR-150, miR-150 *, miR- | plasma [595]
chronique 135a *
Pré-éclampsie miR-29a, let-7d, let-7f, miR-223 sérum [596]
(toxémie gravidique)
miR-29a, miR-29b, miR-137, miR-181c, [597]
miR-9
malformations cardiaques | miR-29¢, miR-19b, miR-22, miR-375 sérum [598]
congeénitales du feetus
I'insuffisance cardiaque miR-29a, miR-29b, miR-29¢c, miR-101, | sérum [599]
miR-423-5p, miR-320a, miR-22, miR-
92b
anévrisme de l'aorte miR-29a, miR-1, miR-21, miR-133a, | plasma [600]
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thoracique miR-143, miR- 145

infarctus aigu du miR-101, miR-16, miR-27a, miR-150 plasma [601]

myocarde

syndrome métabolique miR- 130a, miR -197, miR -23a et miR - | plasma [602]
509- 5P, miR- 195, miR- 27a, miR- 320a

diabéte de type 1 miR-29a, miR-152, miR-30a-5p, mMiR- | sérum [603]

181a, miR-24, miR-148a, miR-210, miR-
27a, miR-26a, miR-27b, miR-25, miR-

200a

diabete de type 2 miR-29b, miR-15a, miR-126, miR-223, | plasma [604]
miR-28-3p

maladie coronarienne miR-130a, miR-126, miR-221, miR-222 | plasma [605]
et miR-92a

Tableau 17. Exemples de miARNSs circulants associés a différentes pathologies humaines.

9.2 Utilisation des miARNs dans la toxicologie

Plusieurs études ont montré le potentiel et les applications des miARNS pour les
études toxicologiques. En effet, I'expression des miARNSs dépend de I'environnement et est
modifiée aprés exposition a des produits chimiques toxiques ou a des composés naturels, le
stress, le tabac, les hormones, les médicaments et les régimes alimentaires (voir tableau 18).
Les miARNSs apparaissent comme des acteurs clés dans la régulation des genes impliqués

dans l'absorption, la distribution, le métabolisme et I'excrétion.

En outre, les miARNSs pourraient moduler I'action des récepteurs nucléaires. Les récepteurs
nucléaires sont des facteurs de transcription activés par des ligands qui régulent I'expression
des génes cibles en se liant & leurs promoteurs. Le récepteur de I’estrogéne ESR1 est parmi
les récepteurs nucléaires régulés par les miARNs. En effet, ESR1 est la cible de miR -206
[606], mIR -221, miR -222 [607] et miR -22 [608]. Inversement, les miARNs peuvent aussi
étre régulés par les récepteurs nucléaires au niveau transcriptionnel et pendant leur maturation
[609]. Certains auteurs ont souligné le role potentiel de ces miARNs dans les thérapies

utilisant un anti-cestrogéne.

Dans les testicules de souris, miR-184 cible le récepteur nucléaire corepressor 2 (Ncor2) et

régule la spermatogenése chez les mammiféres [610].
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D’autres protéines/enzymes importantes pour le métabolisme des xénobiotiques sont des
cibles des miARNSs. Les enzymes comportant le cytochrome P450 sont importantes, car elles
catalysent le métabolisme des xénobiotiques y compris les médicaments, les produits
chimiques de I'environnement, et des substances cancérigénes. En effet, les differentes iso
enzymes du cytochrome P450 (CYP) sont ciblées par plusieurs miARNs [611]. Par exemple,
CYP1A1/1A2 est regulé par miR -142- 3p et miR- 200a, CYP2C19 par miR- 34a, CYP2D6
par let-7b et CYP2E1 par miR-10a et let -7g [612].

Les miARNSs sont non seulement impliqués dans les effets induits par une exposition aigué,
mais aussi une toxicité chronique. Dans le testicule de rat, notre équipe a recemment montré
qu'une exposition néonatale au benzoate d'cestradiol induit la mort de cellules germinales a
I'dge adulte [578]. Ce phénomene est lié a I'augmentation des niveaux de miR -29 qui cible les
méthyltransférases de I'ADN et la protéine anti apoptotique MCL-1. L'inhibition de ces
protéines conduit a la surexpression de rétrotransposons et a la stimulation de I'apoptose de

cellules germinales.

Chez la progéniture de rats gestantes soumises au régime riche en matiéres grasses, en
observe des altérations dans I'expression hépatique de 1’Insulin-like growth factor 2 (IGF-2)
et plusieurs miARNs hépatiques: miR- 709, miR- 122, miR- 192, miR- 194, miR- 264, let -
7a, let7b, laissez -7c, miR- 494 et miR -483 * [613].

Un autre exemple est représenté par I'exposition a la fumée de cigarette. Deux des
constituants de la fumée de cigarette, le benzo [a] pyréne et la nicotine, induisent des
phénotypes de toxicité développementale. En effet, cette toxicité de la fumée de cigarette
pourrait étre lié aux modifications d'expression de miARNs: miR- 340, miR- 365, et miR-
129- 3p dans les spermatozoides des hommes fumeurs. Les miARNs altérés sont
potentiellement impliqués dans des voies vitales pour le sperme sain et le développement

normal de I’embryon, ainsi que la mort cellulaire par ’apoptose [614].

De plus, les miARNs pourraient avoir une expression spécifique de tissu. Par exemple, le
miR- 195 et le miR- 200c sont exprimés spécifiqguement dans les poumons de rat [615]. Dans
quelques domaines de recherche tels que hépato- toxicité ou la cardiologie, les miARNs
spécifiques mis en evidence ont été identifiés comme des marqueurs spécifiques de Iésion
tissulaire. En effet, le miR -208 est décrit comme un myomiR car des niveaux élevés sont
observés dans le tissu cardiaque. L’expression de miR- 208 est dérégulée dans diverses

maladies cardio-vasculaires. 1l semble étre utilisé comme biomarqueur sensible pour les
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lésions cardiaques chez I'homme [616]. Les études d'inhibition ont conclu qu'il pourrait étre

une cible thérapeutique intéressante [617].

Produit Organe/ cellule Espéce MiARNSs altérés Réf
Estradiol Benzoate Testicule rat miR-29a, miR-29b et miR- | [578]
29c
Ethyléneglycolmonomét- | Testicule rat miR-449a and miR-92a, miR- | [618]
hyléther (EGME) 320, miR-134, miR-188 et
miR-760-5p
Régime riche en graisse | Spermatozoide souris 11 miARNs [619]
(HFD)
nonylphénol (NP) Lignée cellulaire | souris miR-378, miR-125a-3p, miR- | [620]
de Sertoli TM4 20a, miR-203, miR-101a,
miR-135a*, miR-199a-5p
La fumée de cigarette spermatozoides humain miR-340, miR-365, 129-3p, [614]
634
Testostérone ovaire brebis miR-497, miR-15b [621]
+ Flutamide
Bisphénol-A ovaire brebis 45 miARNs diminués a 65 [622]
jours et 11 diminués a 90
jours de gestation.
FSH cellules de la miR-29a et miR-30d [623]
granulosa
a-amanitine ovocyte vache miR-21, pré-miR-21, miR- [624]
(inhibe la transcription) 130a
Diéthylstilbestrol (DES) | oviducte poule miR-1615 [625]
Diéthylstilbestrol (DES) | oviducte poule miR-140 [626]
Progestérone biopsies humain miR-128, miR-99a-5p, miR- | [627]
17 -béta- estradiol I’endométre 196a-5p, miR-181a-5p, miR-
9-5p, miR-29b-3p, miR-223-
3p
Progestérone I’endométre souris Let-7b [628]
I'estradiol
Progestérone utérus souris miR-199a-3p, miR-214 [629]
cellules humaines
myométrial
Progestérone utérus souris [630]
2,3,7,8 - embryon poisson- | miR-451, miR-23a, miR-23b, | [631]
tétrachlorodibenzo- p- zebre miR-24 et miR-27e
dioxine (TCDD )
Microcystine embryon poisson- | miR-430, miR-125, miR-31, | [632]
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(cyanotoxine) zebre miR-126
Sulfonate de embryon poisson- | 39 miARNSs [633]
perfluorooctane zebre
(composé organique)
5-aza-2'-désoxycytidine | embryon souris let-7e, miR-20a, miR-21, [634]
miR-34b, mir-128b et miR-
452
Bisphenol A cellules humain miR-146a [104]
placentaires
6-mercaptopurine placenta rat miR-195, miR-21, miR-29¢c, | [635]
(anti-leucémique et miR-34a, 146b, miR-144,
immunosuppresseur) miR-451
Hydrogene sulfuré (H2S) | placenta miR21 [636]
o,p’-dichlorodiphenyltri- | MCF-7 ( lignée humain miR-21 [637]
chloroethane (DDT) cellulaire de
bisphenol A (BPA) cancer du sein
humain)
Fenhexamide et MCF-7, T4A7D, et | humain miR-21, miR-125b, miR- [638]
fludioxonil MDA-MB 231 181a
(antifongiques agricoles)
DDT et BPA MCF-7 humain miR-21 [637]
DES et zeranol MCF- 7 humain miR- 34b [639]
RWJ67657 MCEF- 7 humain miR-200, miR-303, miR-302, | [640]
(inhibiteur de p38) miR-199 et miR-328
Tamoxifene lignées cellulaires miR-200 [641]
de cancer de
I'endometre
DES mammospheres miR-9-3 [642]
Cisplatine cellles Hela humain miR-1258, miR-1288, miR- [643]
21, miR-278, miR-98, miR-
18
Metformine W1 -38 et BJ-1 humaine | miR- 200a, miR- 141 [644]
fibroblastes ,MiR429 , miR -205
diploides
Régime alimentaire riche | Adipocytes souris miR-21 [645]
en graisses (HFD)
Acide linoléique Adipocytes souris miR-103, miR-107, miR-221, | [646]
conjugué miR-222, miR-143
Régime alimentaire riche | Adipocytes souris miR-143 [647]
en graisses (HFD)
Cendres d’huile ceeur rat miR-1 , miR-133, miR-21, [648]

résiduelle volantes

miR-24, miR-29
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Doxorubicine ceeur rat 208b, miR-216b, miR-215, [649]
miR-34c, miR-367
2,3,7,8 - thymus souris miR-122 and miR-181a miR- | [650]
tétrachlorodibenzo- p- 23a, miR-18a, miR-18b, miR-
dioxine (TCDD) 31 miR-182
La fumée de cigarette poumon rat let-7, miR-10, miR-26, miR- | [651]
30, miR-34, miR-99, miR-
122, miR-123, miR-124,
miR-125, miR-140, miR-145,
miR-146, miR-191, miR-192,
miR-219, miR-222, miR-223
et miR-294
La fumée de cigarette les cellules humain mir-218, miR-128, miR-19b, | [652]
épithéliales miR199b, miR-130a et miR-
bronchiques 106b
primaires et les
cellules H1299
4 - (methylnitrosamino) - | Poumon rat miR-101, miR-126*, miR- [653]
1 - (3-pyridyl)-1- 199 et miR-34
butanone (produit
cancérogene présent dans
tabac)
Les composés organiques | Poumon souris miR-1187, miR-125a-3p, [654]
volatils (formaldehyde, le miR-125b-5p, miR-466¢-5p,
benzene, le toluéne et le miR-5105, miR-3472
xyléne)
vorinostat, myo-inositol, | Poumon souris surexpréssion de 66 miARNs | [655]
le bexarotene, la et diminution de I’expression
pioglitazone de 79 miARNSs
(chimioprévention)
Printex 90 Poumon souris miR-135b , miR-21, miR- [656]
(nanoparticules de 146b
carbone noir)
Le gaz radon Lignée cellulaire miR-483-3p, miR-494, miR- | [657]
pulmonaire 2115* miR-33b, miR-1246,
BEAS2B miR-3202, miR-18a, miR-
125b, miR-17*, miR-886-3p
Trichostatine A hépatocytes rat miR-379, miR-143, miR-122, | [658]
primaires miR143
hexahydro-1,3,5-trinitro- | Foie souris let-7, miR-15, -16, [659]
1,3,5-triazine (RDX) miR -26, miR-181, miR-10b
paracétamol ou le hépatocytes rat miR-298, miR -370 [660]

tétrachlorure de carbone
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dioxine hépatocytes souris miR-191 [661]
Tamoxyfen hépatocytes rat miR-17-92 cluster, miR-106a, | [662]
miR-34
Acétaminopheéne, l'alcool | Foie rat miR-122 [663]
allyligue, isothiocyanate
a-naphtyle, phénobarbital
ou doxorubicine
Ethanol Foie rat miR-21 [664]
les acides biliaires et hepatocytes mouse miR-199a-5p [665]
thapsigargine
Lycopéne Foie rat miR-21 [666]
Cellules Hepa 1-6
Isoliquiritigénine et Foie souris miR-122 [667]
liquiritigénine
Quercétine Foie souris miR-122, miR-125b [668]
(anti-inflammatoires)
Ethanol Foie souris miR-217 [669]
7,12-diméthyl (o) le foie, la rate et souris miR-34a, miR-155 et miR-21 | [670]
anthracéne et N-méthyl- | les reins
N-nitrosourée
Le cadmium (métal lignée HepG2 humain la famille de let-7 [671]
toxique et cancérigene) cellules de
carcinome
hépatocellulaire
hydrocarbures lignée HepG2 humain miR-181a, miR-181b, miR- [672]
aromatiques 181d
polycycligues
Antagoniste de la leptine | Hypothalamus rat miR-10a, miR-200a, miR- [673]
et foie 409-5p, miR-125a-3p
Sulfate d'aluminium cellules neurales humain Mir-146 [674]
humaines (lignée
HN)
Fer + Sulfate cellules neurales humain miR-9, miR-128, miR-125b [675]
d'aluminium humaines (lignée
HN)
hexahydro-1,3,5-trinitro- | Cerveau souris miR-206, miR-30, miR-195 [659]
1,3,5-triazine (RDX)
Ethanol modele de culture | souris miR-21, miR-335, miR-9, [676]
neurosphere de miR-153
cortex cérébrale
lithium et le valproate de | Cerveau rat let-7b, let-7c, miR-128a, [677]

sodium (stabilisateurs de

(hippocampe)

miR-24a, miR-30c, miR-
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I'hnumeur)

34a, miR-221), miR-144

la fluoxétine (Prozac ®) | Cerveau souris miR-16 [678]
(hippocampe)
Acide perfluorooctane Cerveau rat miR-466b, miR-672, miR- [679]
sulfonique 297
Escitalopram Sang humain 28 miARNSs augmentés et 2 [680]
(antidepresseur) miARNSs diminués
4 - (methylnitrosamino) - | Serum rat miR-206, miR-133b [681]
1 - (3-pyridyl)-1- cancer de poumon
butanone (NNK).
Acetaminophéne Plasma souris miR-466g, miR-466f-3p, [682]
(hépatotoxicité) mMiR-574-5p, miR-375, miR-
29c, miR-148a
Irradiation par les protons | Sang souris 26 miARNS [683]
vy ou les ions *°Fe
Gentamicine sang / urine rat miR-21, miR-155 [684]
urine humain
Pollution de l'air riche en | Leucocytes humain Mir-222, mir-21 et Mir-146 [685]
composants métalliques
(chrome, le plomb, le
cadmium, l'arsenic, le
nickel, le manganeése)
Allyle-isothiocyanate macrophage souris miR-155 [686]
(AITC)
Biphényles polychlorés Cellules humain miR-191 [687]
mononucléaires du
sang
5-fluorouracile (5-FU) cellules de cancer miR-19 et miR-3, miR-21, [688]
(un antimétabolite) du colon miR-200b
Garcinol + gemcitabine cellule de cancer miR-21, miR-196a , miR- [689]
du pancréas 495, miR-605, miR-638,
miR-453
Trioxyde d'arsenic cellules de mir-19a [690]
carcinome de la
vessie humaines
(lignée T24)
Arsénite de sodium cellules humain miR-222, miR-210 [691]
lymphoblastoides
humaines
(lignée TK6)

Tableau 18. Effets des médicaments, des composeés naturels ou chimiques sur I'expression des

miARNS.
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9.3 Les miARNs sont des biomarqueurs circulants

Comme les ARNm, certains miARNs montrent également une distribution
tissulaire restreinte, par exemple: le miR- 122 est surexprimé dans le foie, alors que miR- 124
est préférentiellement exprimé dans les tissus neurologiques [692, 693]. L’expression des
miARNs cellulaires peut étre en corrélation avec les différentes conditions
physiopathologiques, y compris la différenciation, I'inflammation, le diabete et plusieurs types
de cancers [694-699].

De nombreux rapports ont montré que certains miARNs identifiés dans les cellules et les
tissus ont également été trouvés dans les liquides extracellulaires tels que le plasma, le serum,
la salive et I'urine [700-703]. L’équipe Wang K a étudié la répartition des miARNs dans les
fluides corporels [585] (voir tableau 19). L’étude a été fait sur 12 liquides physiologiques
chez I’homme: le plasma, la salive, les larmes, 1'urine, le liquide amniotique, le colostrum, le
lait maternel, la muqueuse bronchique, le liquide céphalo-rachidien, le liquide péritonéal, le
liquide pleural et liquide séminal.

Le niveau et la composition des miARNs extracellulaires montrent des changements
d’expression qui se corréelent bien avec les maladies ou I’environnement de cellule [576, 582,
601, 702, 703].

Ces observations suggerent que les miARNs extracellulaires peuvent étre utilisés comme

biomarqueurs pour évaluer et suivre I'état physiopathologique du corps.

Median total RNA Number of
concentration, pg/L detectable
Sample (interquartile range) miRNAs

Amniotic fluid 570 (354) 359
Breast milk 47 240 (73 180) 429
Bronchial lavage 1128 (886) 260
Cerebrospinal fluid 111 (66) 212
Colostrum 585 (NA) 386
Peritoneal fluid 775 (345) 397
Plasma 308 (104) 349
Pleural fluid 470 (190) 210
Saliva 1945 (2495) 458
Seminal fluid 17 770 (7673) 436
Tears 564 (631) 320
Urine 94 (129) 204

Tableau 19. La concentration de I'ARN isolé a partir de différents fluides corporels et le
nombre de miARNs détectés. D apreés [585].
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9.3.1 MIARNs biomarqueurs dans les pathologies

testiculaires

9.3.1.1 Dans Dinfertilité

Le plasma séminal est une source potentielle de biomarqueurs pour de
nombreux troubles du systeme reproducteur masculin, y compris l'infertilit¢ masculine.
Jusqu'a présent, l'identification et la caractérisation de protéines exprimées de facon
différentielle dans le plasma séminal des hommes avec une spermatogenése normale et

altérée, avont montré des résultats hétérogenes [704].

La dérégulation de I’expression des miARNS est susceptible de jouer un rdle essentiel dans les
processus menant a l'infertilité masculine. Lian et al ont montré dans les testicules des patients
atteints d’azoospermie non obstructive la diminution de I’expression de 154 miARNSs et la
surexpression de 19 miARNS par rapport aux contrdles [705]. Parmi les miARNSs dérégulés:
miR-302a, miR-491-3p, miR-520d-3p, miR-383, ainsi que les miARNS des clusters mir-17-92
et cluster mir-371, 2, 3.

Deux ans aprés, Wang et al ont rapporté 1’altération de 7 miARNSs dans le plasma séminal des
patients infertiles et ont suggéré que ces miARNS pourraient étre utilisés pour le diagnostic de
I'infertilité masculine [706]. En effet, 7 miARNs (miR-34c-5p, miR-122, miR-146b-5p, miR-
181a, miR-374b, miR-509-5p, and miR-513a-5p) ont été trouvé diminués chez les patients
azoospermiques et augmentes chez les patients avec une asthénozoospermie par rapport aux
contrbles sains. Cette étude suggére que ces miARNSs constituent des biomarqueurs plus

sensibles que les autres parametres biochimiques de plasma séminal.

De plus, un autre rapport montre 1’augmentation de 1’expression de miARNs (miR-19b et
let-7a) dans le plasma séminal chez les hommes avec azoospermie non obstructive par
rapport aux témoins fertiles, tandis que les niveaux d'expression de ces deux miARNs étaient
similaires entre les hommes avec oligozoospermie et les contrbles fertiles [707]. La
surexpression de miARNs: miR-19b et let-7a pourrent étre un indicateur de I’arret de la

spermatogenese.

Liu T et ses colléegues ont montré une dérégulation de I’expression de 52 miARNs dans le
sperme des hommes infertiles [708]. L'expression différentielle des miARNSs sélectionnés a
été validée par RT-PCR en temps réel et Northern blot. En effet, il a été constaté une
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surexpression de miR-574-5P, miR-297, miR-122, miR-1275, miR-373, miR-185 et miR-
193b et une diminution de 1’expression de miR-100, miR-512-3p, miR-16, miR-19b, miR-
23b et miR-26a dans le sperme des hommes infertiles présentant des anomalies du sperme.
Récemment, L’équipe Christina Backes a proposé un profil de miARNSs chez les patients
infertiles [709] (voir figure 60). Les résultats de la puce montrent la surexpression de 50
mMIARNS et la diminution de I’expression de 27 miARNSs chez les hommes présentant une
asthénozoospermie. Les hommes avec oligoasthenozoospermie présentent une surexpression
de 42 miARN et une diminution d’expression de 44 miARNSs par rapport aux hommes
normozoospermiques. Les analyses RT-PCR quantitatives sur un ensemble de miARNs (miR-
141, miR-200a, miR-122, miR-34b, miR-34c-5p et miR-16), ont permet de confirmer les
données de la puce.

A Up-regulated 2-fold B Down-regulated 2-fold
A/N OA/N A/N OA/N

ha let.7d hsa miR-29¢

hsa miR-1252Sp  hsamiR-304 hsa-miR-122
[———Y hea miR-30¢ hsa miR-127-3p
N miR-148a hea- miR 3200

hsa miR.19323p  hsa miR-331.3p b 199
hsa- miR- 1938 hsa miR 361 .5p hsa-miR-3154
hsa miR- 2008 haa. miR 363

R miR- 2008 hea miR-374a NI
hsa miR- 238 hsa. miR 3740 hsa-miR-3679-5p
hsa iR 24 hsa. miR 429 hsa-miR-4298
hea miR- 262 haa miR 5200

hsa iR 2T hss. miR .98

hea miR-292 hsa miR.99a

hea miR-29%

Figure 63. Expression des miARNs chez les patients infertiles. (A) miARNSs surexprimés chez les

patients asthénozoospermiques (A) et oligoasthenozoospermiques (OA) par rapport 8 NOrmozoospermique

(N). (B) miARNs dont I’expression est diminuée dans ces groupes. D apreés [709].
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9.3.1.2 Dans le cancer de testicule

Les hommes atteints d’azoospermie sont plus susceptibles de
développer un cancer des testicules. Le cancer du testicule ne représente que 1 % environ de
tous les cancers masculins. Cependant, il s’agit de la tumeur la plus souvent diagnostiquee
chez ’homme entre 15 et 45 ans. Son incidence, qui est différente d’une région a I’autre, a

considérablement augmenté récemment partout dans le monde.

Des travaux récents ont montré que les tumeurs des cellules germinales surexpriment les
miARNSs du cluster miR-371-3. Les taux sériques de ces miARNSs peuvent étre corrélés avec
le stade tumoral. Le miR-371a-3p semble étre un biomarqueur utile des tumeurs des cellules
germinales [710]. Sur un nombre faible d’échantillons de sérum (n=11), il a suggéré que les
miARNS du cluster 371, 372, 373 peuvent constituer une nouvelle classe de biomarqueurs de
tumeurs des cellules germinales [711]. Mais les miARNs de ce cluster 371, 372, 373 ont été
trouvés aussi surexprimés dans la tumeur de la thyroide [712].

9.4 MiARNs comme outil thérapeutique

L’identification du rbéle des miARNs en pathologie laisse entrevoir le
développement d’outils pour moduler I’expression des miARNSs et leurs fonctions. L’activité
d’un miARNSs peut étre inhibée a I’aide d’un oligonucléotide inhibiteur (antagomir) anti-sens
[713]. La premiére démonstration du potentiel thérapeutique de cette approche vient d’étre
rapportée chez des primates atteints d’une hépatite C chronique : la répression de miR-122
conduisant a une diminution de la charge virale du virus de 1’hépatite C [714]. L’utilisation
dans le futur d’inhibiteurs des miARNs dont I’expression est augmentée au cours d’un
processus pathologique représente donc une stratégie thérapeutique prometteuse. Inversement,
il est envisageable d’utiliser des oligonucléotides synthétiques pour restaurer I’expression de

miARNS.
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mechanisms and biomarkers. Nadjem Lakhdari® %, Bénazir Siddeek™ ?, Lilia Inoubli* ?,
Stéphanie Lattes™ 2, Rachel Paul Bellon™ 2, Véronique Isnard®, Emmanuelle Thibault®,
André Bongain® 3, Daniel Chevalier® °, Aurélien Guy-Duché" ?, Nathalie Kuziner" ?,
Emmanuela Repetto® °, Michele Trabucchi® °, Michel Urtizberea’, Claire Mauduit> %8 *,
and Mohamed Benahmed™ % *°. Soumis pour publication.

Au cours de ma these, j’ai effectué des travaux dans le cadre de collobarations qui ont eté

publiés ou sont en préparation:
e Articlen®l:

Neonatal exposure to zearalenone induces long term modulation of ABC transporter

expression in testis. Koraichi F, Inoubli L, Lakhdari N, Meunier L, Vega A, Mauduit C, Benahmed M,
Prouillac C, Lecoeur S. Toxicology. 2013: S0300-483X(13)00123-6.

e Articlen®2:

Breast-cancer anti estrogen resistance 4 (BCAR4) encodes a novel maternal-1 effect
protein in bovine and is expressed in the oocyte of human and other non rodent

mammals. ANGULO, L, PERREAU, C, LAKHDARI N, UZBEKOV R, PAPILLIER, P,FRERET, S,

CADORET, V, ROYERE, D, PONSART, UZBEKOVA, S DALBIES-TRAN, R. Hum Reprod. 2013;
28(2):430-41.
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INOUBLI* ?, Nadjem LAKHDARI*? Claire MAUDUIT" 2 3 * and Mohamed BENAHMED" 2 °.
Publication accepté (review).
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1- Le modeéle expérimental: exposition néonatale a un
estrogenomimétique :

Différentes études ont identifié qu’une exposition développementale aux PEEs peut indure
une apoptose chronique des cellules germinales adultes [152, 715]. Toutefois, les
mécanismes précis de ces phénomenes ainsi que les liens entre épigénétique et activation

chronique de la mort programmeée dans les cellules germinales restaient encore inconnus.

C’est dans ce contexte que se place notre travail de thése. Les deux articles présentés ici
utilisent le méme modele expérimental. Dans ce paragraphe, je présenterai les caractéristiques
de ce modele. Nous avons étudié les effets développementaux d’un estrogéno-mimeétique
(estradiol benzoate, EB) sur la spermatogenése. Pour cela, le laboratoire a développé un
modele expérimental de rats exposés uniquement pendant la vie néonatale (jours 1 a 5) a
différentes doses d’EB. Les animaux sont sacrifiés ensuite a différentes périodes du
développement post-natal (J6 : immature, J21 et J30 : prépubere, J90 : adulte) pour étudier la
fonction testiculaire. L’analyse phénotypique a 1’dge adulte montre une altération du
développement du tractus génital male avec une diminution du poids des testicules, des
vesicules séminales et de la prostate aux doses les plus fortes (12,5 et 25 ug/j). Une atrophie
séveére du testicule est observée a ces doses ainsi qu’une perte massive des cellules
germinales. Des altérations mineures sont observées a la dose de 2,5 ug/j tandis qu’aucune
altération n’est observée aux plus faibles doses (0,75 ; 1,25 ug/j). Pour éviter les erreurs
d’interprétation dans l’expression des geénes et des protéines qui pourraient €tre liées a
I’absence ou la diminution des cellules germinales, nous avons travaillé pour nos études

d’expression avec les doses les plus faibles (0,75 ; 1,25 ; 2,5 ug/j).

L’exposition néonatale a I’EB induit dans le testicule adulte une apoptose chronique des
cellules germinales comme le montre la technique du TUNEL mais aussi 1’augmentation de
I’expression des molécules pro-apoptotiques (CASP3, BAX) et la diminution des protéines
anti-apoptotiques (BCL2, BCLxI, MCL1). Cette apoptose touche les cellules germinales
adultes (spermatocytes, spermatides) et n’est observée que chez 1’adulte (mais pas a 6, 21 ou
30 jours). Ce modeéle induit I’infertilit¢ dans le contexte de la programmation néonatale de

pathologies adultes [716].

Apres cette présentation du modele, j’aborde les résultats spécifiques a chacun des articles.
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2- Article n°1:

Programmation néonatale de la mort des cellules germinales adultes: implication des
microRNAs de la famille miR-29 dans I’inhibition des ADN méthyltransférases et de MCL-1

- Résume de larticle:
La méthylation de I'ADN effectuée par les enzymes ADN méthyltransférases
(DNMTSs) est un des mécanismes épigénétiques participant au controle de I'expression des
génes. Il jouerait un rdle crucial au cours de la spermatogenése. Dans cet article, nous avons
cherché si la méthylation de I'ADN, a travers I’étude des DNMTs pouvait étre altérée par une

exposition néonatale a I'EB.

Nous montrons que le taux des trois protéines DNMTs majeures (DNMT3A, 3B et 1)
est diminué (60-70%) dans le testicule d’animaux adulte (90 jours) exposés pendant la période
néonatale a I’EB, mais pas dans le testicule immature (6 jours) ou prépubére (30 jours). La
diminution d’expression des protéines DNMT3A, 3B et 1 est dépendant de la dose. En effet,
I’expression des DNMT3A et 3B est significativement diminuée des la dose 0,75 pg/jour,
alors que le taux de DNMTL1 chute a partir de la dose 1,25 pg/j. En revanche, le taux des
transcrits de Dnmt3A et 3B ne sont pas modifié, alors que les transcrits de Dnmtl sont
modestement diminués a 2,5 g/j. Ces resultats suggérent qu’une altération du taux de
protéines DNMTs pourrait étre impliquée dans le processus apoptotique chronigque observé au
sein des testicules adultes d’animaux exposés pendant la période néonatale a I’EB et que le
mécanisme de dérégulation serait au niveau traductionnel (DNMT3A, 3B et 1) plutdt que
transcriptionnel (excepté DNMT1).

La diminution des protéines DNMTs dans notre modele a des répercussions
fonctionnelles. Ainsi, nous observons une augmentation des transcrits Ibtk et LINE-1, dont
l'expression est contrdlée par la méthylation, dans le testicule adulte. Ceci n’est observé dans
le testicule immature. Ces données sont en accord avec l'absence de modification
d’expresssion des protéines DNMTs a 6 jours. La réactivation d'expression des séquences
LINE-1, observée dans notre modele, pourrait induire une instabilité génomique et étre une

explication de la mort des cellules germinales.

Nous observons une dérégulation a long terme de 1’expression des enzymes DNMTs

(diminution d’expression a 1’dge adulte, exposition néonatale). Dans ce contexte, nous
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suggerons que cette altération pourrait étre liée a une modification du taux de microRNAs
capables de moduler la traduction des DNMTs. La famille miR-29 (29a, b et ¢) a récemment
été montrée comme régulant I'expression des DNMTs chez I'hnomme et la souris. Dans les
testicules d'animaux adultes exposés durant la vie néonatale a I'EB, les miR-29a, b et ¢ sont
surexprimés des la dose de 0,75 pg/jour. De fagon semblable a 1’apoptose et a 1’expression
des DNMTs, aucune modification n’est observée dans le testicule immature. Ces résultats ont
été validés in vitro, par des approches de transfection d'une lignée de cellules germinales
murines. Les miR-29s, en particulier miR-29b, module I’expression des DNMTs. L’ensemble
de ces données suggerent que I'exposition néonatale a I'EB induit une dérégulation
développementale du taux des miR-29s dans le testicule adulte conduisant une diminution
d'expression des DNMTs. Enfin, pour faire le lien avec ’apoptose testiculaire, nous avons
analysé une autre cible des miR-29 décrite comme étant un facteur anti-apoptotique MCL-1.
La protéine MCL-1 est significativement diminuée chez les animaux exposés a I’EB. Ceci est

tres probablement lié aux miR-29s comme nous le montrons in vitro.

En conclusion, notre travail indique que I'exposition néonatale a I'EB pourrait induire
une programmation développementale du phénotype d'hypospermatogenése chez ’adulte et
mettrait en jeu une altération d'expression des DNMTSs sous le contréle des microRNAs de la
famille miR-29.
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REPRODUCTION-DEVELOPMENT

Perinatal Programming of Adult Rat Germ Cell Death
After Exposure to Xenoestrogens: Role of microRNA
miR-29 Family in the Down-Regulation of DNA
Methyltransferases and Mcl-1

Léo Meunier, Bénazir Siddeek, Aurélie VVega, Nadjem Lakhdari, Lilia Inoubli,
Rachel Paul Bellon, Géraldine Lemaire, Claire Mauduit, and Mohamed Benahmed

Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale (L.M., B.S., A.V., N.L., LI, R.P.B., G.L., C.M.,
M.B.), Unité 1065, Centre Méditerranéen de Médecine Moléculaire (C3M), Team 5, Nice F-06204,
France; Université de Nice Sophia-Antipolis (L.M., B.S., AV, N.L,, LI, R.P.B., G.L., M.B.), Unité de
Formation et de Recherche (UFR) Médecine, Nice F-06000, France; Université Lyon 1 (C.M.), UFR
Médecine Lyon Sud, Lyon F-69921, France; Hospices Civils de Lyon (C.M.), Hopital Lyon Sud, Laboratoire
d'Anatomie et de Cytologie Pathologiques, Pierre-Bénite F-69495, France; and Centre Hospitalier
Universitaire de Nice (M.B.), Péle de Obstétrique Reproduction Gynécologie, Centre de Reproduction,
Nice F-06202, France

Different studies have pointed out that developmental exposure to environmental endocrine
disruptors can induce long-term testicular germ cell death probably through epigenetic mecha-
nisms. By using a model of early neonatal post-natal day (PND) 1 to 5 exposure of male rats to a
xenoestrogen, estradiol benzoate (EB), we investigated the role of microRNA and DNA methyl-
transferases (DNMT) on the developmental effects of EB on the adult germ cell death process.
Neonatal exposure to EB induced adult germ cell apoptosis together with a dose-dependent
increase in miR-29a, miR-29b, and miR-29¢ expression. Increased miR-29 expression resulted in a
decrease in DNMT1, DNMT3a, and DNMT3b and antiapoptotic myeloid cell leukemia sequence 1
(Mcl-1) protein levels as shown in 1) germ cells of adult rats exposed neonatally to EB and 2) in
spermatogonial GC-1 transfected with miR-29. The DNMT decrease was associated with a con-
comitant increase in transcript levels of DNA methylation target genes, such as L1td7-1 ORF1 and
ORF2, Cdkn2a, and Gstp1, in correlation with their pattern of methylation. Finally, GC-1 cell lines
transfection with miR-29a, miR-29b, or miR-29c undergo apoptosis evidenced by Annexin-V ex-
pression. Together, the increased miR-29 with a subsequent reduction in DNMT and Mcl-1 protein
levels may represent a basis of explanation for the adult expression of the germ cell apoptosis
phenotype. These observations suggest that the increased expression of the “apoptomir” miR-29
family represents the upstream mechanism identified until now that is involved in adult germ cell
apoptosis induced by a neonatal hormonal disruption. (Endocrinology 153: 1936-1947, 2012)

uman epidemiological studies have indicated that the
H risk of developing diseases in later life might be re-
lated to disorders occurring during the developmental pe-
riod. Fetal/neonatal life are vulnerable periods of the lifes-
pan, during which exposure to adverse environmental
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factors could result in late-onset diseases, such as hyper-
tension, type 2 diabetes, and cancer, which have become
major medical and public health concerns (1-3). Such a
concept could be also applied to the reproductive pathol-
ogy, such as male infertility, reproductive tract malforma-

Abbreviaticns: Bdl-2, B-cell CLU/lymphoma 2; CASP3, caspase-3; Ct, threshold cycle; DAPI,
4',6'-diaminido-2-phenylindole; DNMT, DNA methyltransferase; EB, estradiol benzoate;
ED, endocrine disruptor; EED, environmental ED; FITC, flucrescein isothiccyanate; GC-1,
GC-1 spg; GD, gestational day; Mcl-1, myeloid cell leukemia sequence 1; MeDIP, meth-
ylated DNA immunoprecipitation; miRNA, microRNA; PCNA, proliferating cell nuclear an-
tigen; PND, post-natal day; siRNA, small interfering RNA; TUNEL, terminal deoxynucleotidyl
transferase 2'-deoxyuridine, 5'-triphosphate nick end labeling.
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tions, and testicular germ cell tumors (4). In recent years,
a potential causal link between in utero and/or neonatal
exposure to compounds termed endocrine disruptors (ED)
or xenoestrogens that alter endocrine functions and the
development of genital tract abnormalities, such as im-
paired spermatogenesis with adult testicular germ cell ap-
optosis, has emerged from studies in rodents. Indeed, in
utero or neonatal exposure to xenoestrogens induces a
wide range of abnormalities of the male genital tract, in-
cluding small testes, cryptorchidism, hypospadia evi-
denced at birth, and male infertility in adulthood (5-11).
Even though the exact molecular basis of the long-term
testicular germ cell apoptosis at the origin of the infertility,
induced by neonatal exposure to estrogenic compounds,
remains unknown, some studies have suggested that epi-
genetic mechanisms and specifically DNA methylation
might be at play (for review see, Refs. 12, 13). Further-
more, the recent identification of several families of mi-
croRNA (miRNA) involved in the different cellular pro-
cesses, especially apoptosis via the “apoptomir” family
(14), led us to hypothesize as to whether these short non-
coding RNA might represent the upstream step involved in
the neonatally programmed adult germ cell death process
after early developmental exposure to xenoestrogens.

This study aims to identify the apoptomir expression
alteration, specifically miR29 and their targets, the DNA
methyltransferases (DNMT)1, DNMT3A, and DNMT3B
and the antiapoptotic factor Mcl-1, potentially involved in
the adult programmed germ cell death process, induced by
neonatal exposure to xenoestrogens (15, 16).

Materials and Methods

In vivo experimental studies

Pregnant Sprague Dawley rats at gestational day (GD)15
(Janvier, Le Genest Saint Isle, France) were individually housed
in temperature-controlled rooms with 12-h light, 12-h dark cy-
cles and given free access to water and feed. At birth, each pup
was sexed, weighed, and identified. Pups were administered ve-
hicle (corn oil; MP Biomedicals, Illkirch, France) or estradiol
benzoate (EB) (Sigma-Aldrich, L'Isle D*Abeau, France) by daily
sc injections from post-natal day (PND) 1 to PNDS at doses of
0,0.75,1.25,2.5,0r 25 pg/d. From PND6, rats were left without
treatment and killed at PND6, PND30, or PND90 by CO, in-
halation. During necropsy, the position of each testis was care-
fully noticed, and testes were removed and weighed. Only bilat-
eral descended testes were studied. One of the testes was snap
frozen for quantitative molecular approaches, whereas the other
was fixed for morphological studies. At least seven different an-
imals from four different litters were used for each treatment
group. This study was conducted in accordance with current
regulations and standards approved by Institut National de la
Santé et de la Recherche Médicale Animal Care Committee (pro-
tocol no. 2008-43).
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Histology

Testes were immediately fixed for 48 h in Bouin’s fluid, de-
hydrated stepwise in graded ethanol baths, and embedded in
paraffin. Bouin-fixed testes were sectioned into 5 pm thick and
prepared and stained with hematoxylin, eosin, and safran (n =
5 animals per group).

Terminal deoxynucleotidyl transferase 2'-
deoxyuridine, 5’'-triphosphate nick end labeling
(TUNEL) and immunofluorescence

TUNEL experiments were performed as previously described
(6), using terminal deoxynucleotidyl transferase (Euromedex,
Mundolsheim, France), biotin-11-2'-deoxyuridine, 5'-triphos-
phate (Roche Diagnostics, Meylan, France), streptavidin-fluo-
rescein conjugate (Merck KGaA, Darmstadr, Germany). At the
end of the experiment, testis sections were counterstained with
4',6'-diaminido-2-phenylindole (DAPI), mounted with cover-
slips using mounting medium. The results were expressed as the
number of TUNEL-positive cells per 100 random round semi-
niferous tubules. For immunofluorescence experiments, after
unmasking treatment, sections were incubated 10 min in PBS
0.1% Triton X-100 at room temperature, then in PBS-5%
FCS-1% protease inhibitor cockrail (Sigma, St. Louis, MO) for
30 min. The section were incubarted overnight at +4 C with anti
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) antibody (C-20; Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA), antiphospho-histone
H2A.X (Ser139) (Merk Millipore, Bedford, MA), or anti heat
shock protein 70 kDa (Cell Signaling, Beverly, MA) diluted at
1:50, or antiactive caspase-3 (CASP3) (Abcam, Cambridge, MA)
diluted at 1:100. Sections were then washed three times in PBS
0.1% Triton X-100 and incubated 1 h at room temperature with
a fluorescein isothiocyanate (FITC) or Texas Red-conjugated
secondary antibody either donkey antirabbit (Amersham, Pis-
cataway, NJ), rabbit antimouse, or swine antirabbit (Dako,
Glostrup, Denmark) diluted at 1:30. The sections were washed
in 1< PBS and counterstained as described for TUNEL.

Western blot analysis

Frozen testicular tissues were ground in liquid nitrogen to
obtain tissue powders. Aliquots of powder were homogenized in
ice-cold hypotonic buffer (25 mm Tris-HCI, 0.1% sodium do-
decyl sulfate, and 1% protease inhibitor cockrail) (Sigma-Al-
drich). Tissue homogenates were further sonicated (10 sec at 80
W). Protein concentration was determined using the bicin-
choninic acid assay. The experimental procedures were carried
out as previously described (5). The antibodies used in this study
were Dnmt3A (1:1000, no. 2160; Cell Signaling), Dnmt3B (1:
1000, no. 2161; Cell Signaling), Dnmrl (1:1000, KAM-TF040;
Stressgen, Farmingdale, NY), cleaved CASP3 (1:500, no. 9661;
Cell Signaling), Mcl-1(1:5000; Rockland, Gilbertsville, PA), and
actin (1:20,000; The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME).
Membranes were scanned using a Luminescent Image Analyzer
3000 CCD Camera (Fujifilm, Dusseldorf, Germany) and quan-
tified using MultiGauge logiciel (Fujifilm).

Real-time quantitative PCR

Total RNA were isolated from frozen testicular powders us-
ing TRIzol reagent (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) coupled
to an on-column purification and deoxyribonuclease treatment
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with an RNeasy kit (QIAGEN, Courtaboeuf, France). cDNA
was synthesized from rotal RNA (1 pg) with M-MLV RT (Molo-
ney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) (10 U/ul)
(Invitrogen) and random hexamer primers (5 pum) (Invitrogen) in
a final volume of 20 pl according to the manufacturer’s instruc-
tions. A 1:20 dilution of each RT product was used for the real-
time RT-PCR analyses. The real-time RT-PCR measurement of
individual cDNA (2 pl of 1:20 dilution) was performed using
Quantitect SYBR Master Mix (4 ul) (QIAGEN), PCR primers (2
ul of 10 um solution), and ultrapure water (2 ul) to measure the
duplex DNA formation with the Roche Lightcycler system. The
primer sequences that used are listed in Supplemental Table 1,
published on The Endocrine Society’s Journals Online web site
at http:/fendo.endojournals.org, or for L1td1 (previously known
as Linel) ORF1 and ORF2, Sine B2 (17), and Gstp1 (18), have
been previously described. Gene amplification was carried out as
follows: initial activation of HotStarTaq DNA polymerase at 95
C for 10 ming 45 cycles in three steps: 95 C for 15 sec, 60 C for
15 sec, and 72 C for 15 sec. Melting temperature analysis was
carried out by a slow increase in temperature (0.1 C/sec) up to 95
C. Standard curves were generated with testicular cDNA pools
from animals with different trearments. The data were normal-
ized to B-actin levels using the threshold cycle (Ct) method.

Real-time RT-PCR analysis of miRNA expression

RT-PCR reactions were performed using the stem-loop RT-
PCR method as previously described (19), which is specific for
mature miRNA (TagMan miRNA assays; Applied Biosystems,
Foster City, CA). Ten nanograms of total RNA were reverse
transcribed in a 7.5-pl reaction using Multiscribe Reverse Tran-
scriptase and a TagMan miRNA (29a, 29b, 29¢) RT primer
(Applied Biosystems). The reaction mixture was incubated at 16
C for 30 min, 42 C for 30 min, 85 C for 5 min, and finally held
at 4 C until subsequent analysis or stored at —20 C. Five micro-
liters of the reverse transcribed product (5-fold dilution from
RT-PCR) were assayed using TagMan Universal PCR Master
Mix, no AmpErase, and 1 pul of TagMan miRNA (29a,29b,29¢;
Applied Biosystems) PCR primers/probe mix ina 15-ul reaction
mix. Real-time RT-PCR was performed on a ABI7900 system
(Applied Biosystems) using the following conditions: after 10
min at 95 C, 40 cycles were performed at 95 C for 15 sec, and 60
C for 1 min. The data were normalized to small nucleolar RNA
using the Ct method.

Detection of methylation by methylated DNA
immunoprecipitation (MeDIP)-qPCR

DNA was isolated from frozen testicular powder by using
DNeasy Blood & Tissue kit (QIAGEN), and 6 pg were digested
with 24 U of Msel enzyme (New England Biolabs, Ipswich, MA)
supplemented with 100 ng/pl BSA overnight at 37 C. The reac-
tion was stopped by heating the samples for 20 min at 65 C.
Digested DNA was purified using the QIAquick PCR Purifica-
tion kit (QIAGEN). Msel-digested DNA was run on a 2% aga-
rose gel to verify a fragment size of 200-1000 bp. Msel-digested
DNA corresponded to input DNA. One microgram of Msel-
digested DNA was incubated with magnetic beads coupled with
methyl-CpG-binding domain protein 2 protein (EpiXploreTM
Methylated DNA Enrichment kit; CLONTECH, Mountain
View, CA). Beads were washed to remove non- and hypomethy-
lated DNA. The enriched methylated DNA fraction was eluted
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with high salt buffer and purified by precipitation (MeDIP
DNA). Five nanograms of the input and the MeDIP DNA were
used for real-time quantitative PCR. The levels of methylated
DNA were calculated according to the following formula: 27[(Ct
(Input) — Ct (MeDNA-IP))]. The primer sequences used are de-
scribed in Supplemental Table 1.

Cell cultures and transfection

GC-1 spg (GC-1) mouse spermatogonia type B-spermatocyte
cell lines, provided by Pierre Chambon (Institut de la Générique
et de la Biologie Moléculaire et Cellulaire, Strasbourg, France),
were maintained in DMEM/Glutamax medium (Life Technolo-
gies, Inc., Grand Island, NY) supplemented with 10% heat-in-
activated fetal bovine serum (Invitrogen) at 37 Cin a humidified,
CO,-controlled (5%) incubator. GC-1 cells grown on 12-well
plates were transfected with 50 nM miR-29a, miR-29b, or miR-
29c¢ analogs (Applied Biosystems) using Hiperfect Transfection
reagent (QIAGEN) according to the manufacturer’s protocol.
To knockdown DNMT expression, cells were transfected with
25 nM small interfering RNA (siRNA) targeting DNMTT or
DNMT3b (Applied Biosystems) or negative control siRNA (Eu-
rogentec, Fremont, CA); 48 h after transfection, cells were har-
vested for protein and RNA extraction. For the visualization of
apoptotic cells by immunofluroscence, we performed an An-
nexin-V-FITC and PI staining on GC-1 cells grown on glass cov-
erslips (Miltenyi Biotec, Auburn, CA).

Data analysis

The data from the different experiments were analyzed with
GraphPad software version 4.0 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA). The values were expressed as the mean * SEM to
account for sample and animal variation within a dataset. The
Student’s 7 test for single comparison analysis or one-way
ANOVA for multiple comparisons was performed to determine
whether there were differences between all groups (P < 0.05).
For ANOVA, this was followed by the Bonferroni post hoc test
it P << 0.05 to determine the signiticance (P < 0.05) of differences
between the pairs of groups.

Results

Adult testicular apoptotic phenotype induced by
neonatal exposure to EB

The adult germ cell apoprosis induced by neonartal ex-
posure to the estrogenic analog EB was investigated by
histological and molecular approaches. At the highest EB
dose (25 pg/d) used, adult (PND90) testes showed severe
atrophy (Fig. 1A) with alterations in the seminiferous ep-
ithelium ranging from partial (spermartocytes and sperma-
tids) to massive germ cell loss (Fig. 1B). At 2.5 pg/d EB,
minor histological alterations in the seminiferous tubules
were observed (Fig. 1B) and none at lower doses (0.75,
1.25 pg/d) (data not shown). These data were correlated
with the absence of modification in body and testicular
weight at 2.5 pg/d and lower doses of EB (Supplemental
Table 2). To minimize or avoid massive germ cell loss that
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FIG. 1. Characterization of the adult testicular phenotype induced by neonatal exposure to EB. A, Macroscopic examination of adult testes
showed a severe atrophy induced by neonatal EB (25 pg/d) exposure compared with untreated rats (O wg/d). B, Testicular morphology in adult rat
testes from untreated (0 pg/d), 2.5 ng/d-treated, and 25 pg/d-treated animals (magnification, X400; inset, X200). C, Adult rat testes were
subjected to TUNEL analysis to visualize and count apoptotic cells in untreated (0) and EB-treated males (2.5 ug/d). The green fluorescent signal
corresponds to TUNEL-positive (apoptotic) cells (white arrows). Nuclei were counterstained with DAPI (blue signal). The histograms represent the
number of TUNEL-positive (apoptotic) germ cells per 100 seminiferous tubules from immature (PND6), juvenile (PND30), and adult (PND90) rats
exposed neonatally to EB. The results are expressed as the mean = sem determined from at least four different animals per condition (*, P < 0.05).
D, Cleaved CASP3 levels were determined by Western blot analysis in adult rat testes from unexposed (0) or 0.75, 1.25, and 2.5 ug/d EB-exposed
animals. Representative autoradiograms were shown, whereas histograms represent cleaved CASP3 protein levels expressed as a percentage of the
ratio (target protein/actin protein) detected in the untreated group. The results are expressed as the mean =+ sem determined from seven different
animals (*, P < 0.05). E, Cleaved CASP3 levels were determined by Western blot analysis in immature (PND6), juvenile (PND30), and adult (PND90)

rats exposed neonatally to EB (2.5 wg/d). The results are expressed as the mean = sem determined from five to seven different animals per
condition (*, P < 0.05). CASP3 was localized in adult (PND90) rat testes from untreated (0) and EB-treated (2.5 ug/d) rats. The red fluorescent
signal corresponds to cleaved CASP3-positive cells; nuclei were counterstained with DAPI (blue signal).

might confound the interpretation of EB effects on testic-
ular germ cell gene expression and protein levels, we de-
cided to analyze the testicular phenotype at a molecular
level at the EB doses of 0.75, 1.25, and 2.5 pg/d.
Neonatal exposure to EB induced a cell death process
in adult (PND90) rat testes but not in immature (PND6)
or juvenile (PND30) ones as monitored through TUNEL
(Fig. 1C) and active CASP3 (Fig. 1, D and E) approaches.
At PNDY0, a significant increase was observed (30%, P <
0.05) in the TUNEL-positive cell number (Fig. 1C) and
active CASP3 (Fig. 1E) levels. Active CASP3 protein levels
were significantly increased in testes from 1.25 ug/d-
treated (2-fold, P < 0.05) and 2.5 pg/d-treated animals

(1.8-fold, P < 0.05) (Fig. 1D). The TUNEL-positive cells
corresponded to germ cells (spermatocytes and/or sper-
matids) (Fig. 1, C and E, and Supplemental Fig. 1). With
regards to the rate of proliferation, although adult sper-
matogonia and preleptotene spermatocytes specifically
displayed PCNA staining, no significant change in the ac-
cumulation of PCNA was observed between untreated
and EB-exposed male rats (Supplemental Fig. 1).

Neonatal exposure to EB induces long-term
alteration of miR-29 in adult rat testes
Early postnatal exposure to EB induced a dose-depen-

dent increase in miR-29 (a, b, and ¢) levels in adult
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affected at PND90 but not at PND6

PND90 (immature testes) or PND30 (juvenile

testes).

* Among the proteins targeted by the
miR-29 members are, at least, two po-
tential candidates that might be in-
volved directly and/or indirectly in the
germ cell apoptotic process, because
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(20): Mcl-1 and DNMT. Mcl-1 is a B-
cell CLL/lymphoma 2 (Bcl-2) (CASP3)
family protein that promotes cell sur-

T
-EB +EB

vival by interfering at an early stage in
a cascade of events leading to the re-
dke lease of cytochrome ¢ from mitochon-
dria (21). In adult testes from rats ex-
posed during early postnartal life to EB,
Mecl-1 protein levels (but not mRNA)
(data not shown) were significantly re-
duced at a dose of 2.5 pg/d (41% de-
crease, ’ < 0.05) of EB (Fig. 3G). Mcl-1
protein levels were affected at PND90
butnotat PND6 (datanotshown). Sim-
ilarly, in adult testes from rats exposed

-EB +EB

to EB during early postnatal life,
DNMT3A protein levels were signifi-

PND90

= cantly reduced at doses of 0.75 pg/d

(40% decrease, P = 0.036), 1.25 pg/d
(65% decrease, P < 0.0001), and 2.5
pe/d (70% decrease, P < 0.0001) of EB
(Fig. 3A). DNMT3B (3B2 isoform)
protein levels were decreased at doses
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FIG. 2. Neonatal exposure to EB induces a long-term alteration in miR-29 levels. Mature miR-
29a (A), miR-29b (B), and miR-29c¢ (C) levels were determined by real-time RT-PCR in adult rat
testes from unexposed (0) or 0.75, 1.25, and 2.5 po/d EB-exposed animals. Mature miR-29a
(D), miR-29b (E), and miR-29c (F) levels were determined by real-time RT-PCR in immature
(PND®), juvenile (PND30), or adult (PND90) rat testes from unexposed (—EB) or exposed (2.5
ng/d, +EB) animals. Histograms represent relative miRNA levels normalized to small nucleolar
RNA levels. The results are expressed as the mean = sem determined from seven to eight

different animals (*, P < 0.05).

(PND90) rat testicular tissue. Indeed, miR-29a displayed
a significantincrease at 1.25 pg/d (1.4-fold, P << 0.01) and
2.5 pg/d (1.3-fold, P < 0.05) of EB (Fig. 2A). A highly
significant increase in the miR-29b accumulation was ob-
served at 1.25 pg/d (1.6-fold, P < 0.05) and 2.5 pg/d
(2.6-fold, P < 0.01) of EB (Fig. 2B). Again, miR-29c levels
were significantly increased at 0.75 pg/d (1.35-fold, P <
0.05), 1.25 pg/d (1.6-fold, P < 0.01), and 2.5 pg/d (1.4-
fold, P < 0.05) of EB (Fig. 2C). miR-29a (Fig. 2D), miR-
29b (Fig. 2E), and miR-29¢ (Fig. 2F) miRNA levels were

-EB +EB
Treatments

of 0.75 pg/d (60% decrease, P
0.0075), 1.25 pg/d (85% decrease, P =
(CASP3) 0.0005), and 2.5 pg/d (70%
decrease, P = 0.0029) of EB (Fig. 3B).
Again, DNMT1 protein levels were de-
creased by 60% at 1.25 ug/d (P =
0.0004) and 2.5 pg/d (P = 0.0006) in
adule rar testes (Fig. 3C). Concerning
transcript levels, although DNMT3A
(Fig. 3D) and DNMT3B (Fig. 3E)
mRNA levels remained unchanged, the DNMT1 mRNA
level showed a modest but significant decrease (1.2-fold,
P = 0.0222) in the adult testes from 2.5 pg/d-treared an-
imals (Fig. 3F). DNMT3A2 mRNA levels were unchanged
in adult rat testes (data not shown). Moreover, because

T
-EB +EB

antibodies raised against DNMT3A2 protein lack speci-
ficity, we were unable to quantify the potential changes in
these protein levels. We were also unable to detect and
quantify the Dumit3L levels in the adult testes, confirming
previous reports that Dmmi3L expression was extremely
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FIG. 3. Neonatal exposure to EB induces a long-term alteration in testicular DNMT protein
levels in adult rats without mRNA modification. Protein levels for DNMT3A (A), DNMT3B (B),
and DNMT1 (C) were determined by Western blot analysis in adult rat testes from unexposed
or 0.75, 1.25, and 2.5 pg/d EB-exposed animals. Representative autoradiograms were shown,
whereas histograms represent protein levels expressed as a percentage of the ratio (target
protein/actin protein) detected in the untreated group. The results are expressed as the

mean = seM determined from seven different animals (*, P < 0.05). Transcripts levels of
Dnmt3A (D), Dnmt3B (E), and Dnmt1 (F) were determined by real-time RT-PCR analysis in
adult testes from unexposed (0) and 2.5 pg/d EB-exposed rats. Histograms represent relative
mRNA levels normalized to B-actin levels. The results are expressed as the mean = sem
determined from eight different animals (*, P < 0.05). G, Protein levels for Mcl-1 were
determined by Western blot analysis in adult (PND90) testes from untreated (0) or 2.5 pg/d
EB-exposed animals. Representative autoradiograms were shown, whereas histograms
represent protein levels expressed as a percentage of the ratio (target protein/actin protein)
detected in the untreated group. The results are expressed as the mean = sem from seven
different animals (*, P < 0.05).
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creased in adult (PND90) testes from
rats exposed during early postnatal life
to EB, DNMT protein levels were un-
changed in immature (PND6) rat and
juvenile (PND30) testes (Fig. 4, A-C)
after exposure to EB.

To demonstrate the inhibitory ef-
fects of miR-29 on DNMT protein lev-
els, we used an iz vitro model of tran-
sient transfection with  synthetic
miRNA in a rodent testicular germ
(GC-1) cell line, which harbors features
of type B spermatogonia and primary
spermatocytes (23). Compared with
scrambled oligonucleotide, miR-29a
transfection had a clear repressive ef-
fect on DNMT3A (50% decrease, P =
0.027) (Fig. 5A) and DNMT1 (50% de-
crease, ' = 0.0191) (Fig. 5C) protein
levels, whereas miR-29a transfection
had no significant effect in down-regu-
lating DNMT3B protein levels (Fig.
5B). The most marked inhibitory effect
of miR-29 overexpression on DNMT
protein levels was observed for miR-
29b, which highly reduced DNMT3A
(75% decrease, P = 0.0042) (Fig. 5A)
and DNMT3B (75% decrease, P =
0.0052) (Fig. 5B) protein levels as well
as, to a lesser extent, DNMTT1 protein
levels (50% decrease, P = 0.007) (Fig.
5B). Transfection of miR-29¢ reduced
only DNMT3A protein levels (75 % de-
crease, P = 0.0017) (see figure 7 be-
low), because no modification was ob-
served in DNMT3B (Fig. 5B) and
DNMTT1 (Fig. 5C) protein levels. Inter-
estingly, on the other hand, miR29a ex-
pression was not affected by DNMT
knockdown (Supplemental Fig. 2).

To identify the functional conse-
quences of DNMT protein level alter-
ations in adult testes, we further inves-
tigated the expression of genes
(Cdkn2a, previously known as p16 and
Gstpl) orsequences (L 1¢d1, previously
known as Line-1) known to be con-
trolled by a DNA methylation mecha-
nism. The transcripts originating from

low or even undetectable in adult testes (22). Although  transposable elements L.1td1 and SINE B2 were chosen
DNMT3A (Fig. 4A), DNMT3B (Fig. 4B), and DNMT1  because they normally remain silent through DNA meth-
(Fig. 4C) protein levels were significantly (P <2 0.05) de-  ylation. Interestingly, at PND90, a significant increase of
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FIG. 4. Neonatal exposure to EB induces a long-term alteration in
testicular DNMT protein levels in adult rats but not in immature or
juvenile rats. Protein levels for DNMT3A (A), DNMT3B (B), and DNMT1
(C) were determined by Western blot analysis from immature testes
(PND®6), juvenile (PND30), and adult testes (PND90) from untreated
(—EB) or EB-exposed (2.
autoradiograms were shown, whereas histograms represent protein
levels expressed as a percentage of the ratio (target protein/actin
protein) detected in the untreated group at the same age. The results
are expressed as the mean = sem from five (PND6) or seven (PND30

-EB +EB
Treatments

-EB +EB

-EB +EB

5 wg/d, +EB) animals. Representative

and PND90) different animals (*, P < 0.05).
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ORE2 (1.2-fold, P

served, whereas the SINE (B2_Rn) transcript levels were
unchanged (data not shown). The analysis of DNA meth-

fold, P = 0.01) (Fig. 6A) and L1td1
= 0.04) (Fig. 6C) transcripts was ob-
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FIG. 5. Effects of transfection of miR-29 on DNMT protein levels in
germ cells. Protein levels for DNMT3A (A), DNMT3B (B), and DNMT1
(C) were determined by Western blot analysis in the GC-1 germ cell
line transiently transfected (48 h) by miR-29a, miR-29b, and miR-29c.
Representative autoradiograms were shown, whereas histograms
represent protein levels expressed as the percentage of the ratio
(target protein/actin protein) detected in the scramble-treated control
cells. The results are expressed as the mean =+ sem from at least four
independent experiments (*, P < 0.05).

ylation status of L1zd1 showed a significant decrease
(30%, P < 0.03) in EB-exposed animals (Fig. 6A). More-
over, Cdkn2a (1.5-fold, P < 0.01) (Fig. 6B) and Gstpl
(1.3-fold, P < 0.04) (Fig. 6C) mRNA levels were increased
in the testis from adult EB-exposed rats. These data are
correlated with a significant decrease in their DNA meth-
ylation status: Cdkn2a (80%, P < 0.02) (Fig. 6B) and
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FIG. 6. Long-term effects of neonatal exposure to EB on the transcript levels of gene
expression controlled by DNA methylation and pattern of methylation. Transcript levels of
L1td7-ORFT and L1td71-ORF2 (A), Cdkn2a (B), and Gstp1 (C) were determined by real-time
RT-PCR analysis in immature and adult rat testes untreated (—EB) or exposed to EB (2.5 ug/d,
+EB). Histograms represent transcripts levels normalized to actin levels compared with the
untreated group at the same age. The results are expressed as the mean = sem determined
from eight different animals (*, P < 0.05). The methylation status of L7td7 (A), Cdkn2a (B),
and Gstp1 (C) was performed by comparing expression between MeDIP DNA and input DNA
by real-time RT-PCR analysis in adult rat testes untreated or exposed to EB (2.5 pg/d). The
results are expressed as the mean = sem determined from at least three different animals (*,

P < 0.05).

Gstpl (65%, P < 0.03) (Fig. 6C). Consistently with the
absence of changes in the protein levels in DNMT in im-
mature (PND®6) testes, the transcript levels corresponding
to methylated-target sequences (L1tdl ORFI1, L1zdl
ORF2, Cdkn2a, and Gstpl) remained unchanged in im-
mature (PND6) rats (Fig. 6, A-C).

Transfection of GC-1 germ cell line with synthetic
miR29a, miR29b, or miR29¢ induced an apoptotic pro-
cess. Indeed, compared with scrambled oligonucleotide,
miR-29a, miR-29b, and miR-29¢ transfection had a clear
repressive effect on the protein level of antiapoptotic
MCL-1 (Fig. 7A), whereas it enhanced that of proapop-
totic cleaved CASP3 (Fig. 7A) and the number of An-
nexin-V and PI positive cells (Fig. 7C). Interestingly,
DNMT knockdown induced also apoptosis as monitored
by active CASP3 expression after transfection of the
siRNA of DNMT3A (Fig. 7B). Such observations suggest

endo.endojournals.org 1943

that the induction of active CASP3 by
miRNA overexpression might be medi-
ated through the inhibition of DNMT
levels.

Discussion

In this study, we demonstrated that
early (PND1-PNDS) postnatal expo-
sure to a xenoestrogen compound
could result in late-onset testicular dis-
eases, such as adult germ cell apoprosis,
and lead to male infertility. Indeed, tes-
ticular germ cell apoptosis was ob-
served in adult (PND90) animals but
not immature (PND6) or juvenile
(PND30) rats. High EB doses (25 pg/d)
induce severe impairment of spermato-

genesis with a decreased relative weight
of the testes associated with a massive
germ cell loss. These data are in accor-
dance with the results of Putz et al. (24).
Exposure to high doses of EB, and more
generally to environmental ED (EED),
is relevant to assess a clear infertile tes-
ticular phenotype but induce massive
germ cell loss, which leads to important
modifications in the relative cell-type
proportions. Such changes could lead
to false interpretations, because the ob-
served differences in gene expression
are the results of changes in testicular
cell content rather than the regulation
of gene expression. Through a dose-ef-
fect experiment of EB, we first deter-
mined the concentration that did not dramatically affect
testicular weights but maintained the cellular testicular
phenotype. Indeed, lower EB doses (0.75-2.5 pg/d) did
not affect testicular weights but induced discrete germ cell
alterations into the seminiferous tubules (2.5 pg/d) and
increased germ cell apoptosis (1.25 and 2.5 pg/d) without
modifying the proliferation rate. This allowed us to as-
sume that at the doses used (0.75-2.5 pg/d) for the mo-
lecular analyses, the modifications of gene expression
were significant, not the consequences of altered cell con-
tent. Designing the exposure conditions (age, doses, time,
developmental periods) of individuals to EED presents by
definition limitations. Indeed, individuals are generally
exposed to several compounds. Even if exposure occurs at
low doses for each compound, additive, synergistic, or
even inhibitory effects are possible, leading therefore to
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FIG. 7. Effects of miR-29 transfection on germ cell apoptosis. Protein levels for (A) CASP3
and MCL-1 were determined by Western blot analysis in the GC-1 germ cell line transiently
transfected (48 h) by miR-29a, miR-29b, and miR-29c. Protein levels for (B) CASP3 were
determined by Western blot analysis in the GC-1 germ cell line transiently transfected by
DNMT3A. Representative autoradiograms were shown, whereas histograms represent protein
levels expressed as the percentage of the ratio (target protein/actin protein) detected in the
scramble-treated control cells. The results are expressed as the mean = sem determined from
at least three independent experiments (*, P < 0.05). C, Apoptosis in GC-1 cells was
visualized by Annexin-V-FITC and PI staining after transfection with control miR (CTRL), miR-

29a, miR-29b, or miR-29c.

observable pathological effects. It is difficult if not impos-
sible to determine, at the present time, the number of hor-
monally active chemicals to which individuals are exposed
to, the duration of exposure, and the developmental pe-
riods at which exposure occurs. By using an experimental
model based on the use of one compound with exposure
at the lowest effective dose during a critical vulnerable
period, we aimed, in the present study, at dissecting the
upstream molecular mechanisms involved in the testicular

adult germ cells triggered by exposure to a xenoestrogen.

T
CTRL siDNMT3A
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The exposure of pups to EB fromd 1
to 5 corresponds to the in utero second
and third trimester development of
their human counterparts, because this

* window of exposure corresponds to the
period of testicular development that
begins in fetal life and continues after
birth by the proliferation of germ cells
and somatic Sertoli cells (25).

Here, we report that adult germ cell
apoptosis induced by early postnatal
exposure to EB might be related to the
increased expression of the three mem-
bers of the miR-29 family (miR-29a,
miR-29b, and miR-29¢). miRNA are a
class of shortnoncoding RNA (~22 nu-
cleotides) that are involved in the post-

i transcriptional regulation of gene ex-

pression in most eukaryotic organisms.
miRNA sometimes silence their targets
through the induction of direct cleav-
mr29a  age, but in most cases, they do so
through either a cleavage-independent
degradation mechanism or transla-
tional repression (26). miRNA play im-
wnaes  POrtantrolesin cellular processes, such
as cell differentiation, growth/prolifer-
ation, migration, apoptosis/death, me-
tabolism, and defense (26). With re-
gards to miR-29, they are termed
mir29c  apoptomir, because it has been shown
that miR-29a, miR-29b, and miR-29¢
up-regulate p53 by targeting p85 and
cell division cycle 42 and induce apo-
ptosis in a p53-dependent manner in
breast and colorectal cancer cell lines

(27). miR-29b has also been shown to

target Mcl-1 and sensitize cells to TNF-

related apoptosis-inducing ligand (16)

and might promote apoptosis through

a mitochondrial pathway that involves

Mcl-1 and Bcl-2 (28). In this context,

we have shown that the increased expression of miR-29 is
associated with decreased levels of the antiapoptotic

Mcl-1 in adult rat testis perinatally exposed to EB.

The second target genes of miR-29 that might drive
germ cell apoptosis are DNMT. Indeed, miR-29 (partic-
ularly miR-29b) control DNMT levels not only in human
normal and cancer cells (15, 29) but also in murine germ
cells (30). Although paternal irradiation has been shown
to lead to up-regulation of the miR-29 family in the ex-

posed male germ line and to cause decreased expression of
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de novo methvltransferase DNMT3a (31), to our knowl-
edge, thisis the first report indicating thatexposure during
an early neonatal period to an ED activity triggers, in an
irreversible manner, the increased expression of a miR
family, which modulates key epigenetic factors such as
DNMT in the adult germ cells. Indeed, early postnatal
exposure to EB induces a dramatic dose-dependent de-
crease (reduction higher than 50%) in DNMT protein
levels observed at the lowest doses tested (0.75 pg/d) for
both DNMT3A and DNMT3B and 1.25 pg/d for
DNMTL. Our findings also indicate that DNMT3A and
DNMT3B might be directly targeted by miR-29, whereas
DNMT1 might be indirectly targeted by miR-29 up-reg-
ulation. Increased miR-29 levels might induce the dereg-
ulation of transcription factors involved in Dnmtl tran-
scriptional regulation, consistent with the fact thatit is the
only one altered at the transcript level by the neonaral
exposure to EB. Moreover, the up-regulation of other
miRNA, such as miR-148b-3p and miR-152 (as predicted
by the Target scan database), can target DNMT1 to de-
stabilize its mRNA or inhibit its translation.

Therefore, a miR-29 increase induced changes in DNA
methylarion status in the testes through decreased levels in
the adult (PND90) testes of de novo (DNMT3A and
DNMT3B) and maintenance (DNMT1) DNMT. These
decreased DNMT levels might be involved in the adult
germ cell death process induced upon early neonatal EB
exposure, given that the conditional knockout of Drmiz3 A
induced a dramatic spermatogenesis failure characterized
by decreased testicular weight and azoospermia (22, 32).
Moreover, the transient knockdown of Dumi1 in the germ
stem cells (33) or of Dumt3a in GC-1 cell line (this study)
induced a dramaric apoptotic phenotype. The administra-
tion of DNMT inhibitors (5'-azacytidine or 5-aza-2'-de-
oxycytidine) to adult rats or mice induced a disruption of
DNA methylation activity in spermatogenesis associated
to reduced fertility decreased testicular weight, severe al-
terations in the seminiferous epithelium, and increased
germ cell apoptosis (20). Although the precise mechanisms
through which reduced DNMT can induce apoptosis in
germ cells remain to be identified, one possible explana-
tion could be that the increased expression of L1td1 ele-
ments induces chromosomal alteration and elicits the ap-
optotic process in germ cell meiosis. Indeed, decreased
DNMT levels induced functional consequences, such as a
decrease in methylation status of some genes (Cdkn2a,
Gstpl, and L1td1) regulated through promoter methyl-
ation (34-36) associated with an increase in their mMRNA
expression in adult (PND90) rats (this study). Testicular
DNMT expression changes have previously been reported
by art least two other laboratories in rats exposed in utero
to the antiandrogenic fungicide vinclozolin. Firstly, a de-
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crease in DNMT1, DNMT3a mRNA levels was observed
in fetal (GD18) testes from rats exposed in utero to vin-
clozolin (100 mg/kg-d from GD8 to GD14) (12). How-
ever, DNMT protein levels were not evaluated in this
study (12). Secondly, a decrease in DNMT1 mRNA and
protein levels, but an increase in DNMT3b mRNA and
protein levels, was reported in adult rats after in utero
exposure to vinclozolin (100 mg/kg:d from GD14 to
GD18) (37). Compared with these two studies, in our
study, no change in DNMT levels at the transcriptional
level (except for DNMT1 with a slight decrease in RNA
levels) was observed. In the present study, the alterations
are mainly related to a dramatic decline in DNMT protein
levels (60-70% decrease) and in an increase in miR29,
which target DNMT protein but also other factors, such
as the antiapoptotic Mcl-1. Such a decrease in DNMT
levels provides a basis of explanation for the adult germ
cell death process as we previously mentioned (20,22, 32).
The discrepancies observed in DINMT expression between
the three different studies (Refs. 12, 37 and the present
study) after perinatal endocrine disruption could be at-
tributed to 1) the use of different types of endocrine dis-
rupters (antiandrogenic vs. estrogenic compounds) and 2)
the period of exposure (i utero vs. postnatal). Although
postnatal exposure to EB appears not to affect adult tes-
ticular androgen receptor mRNA and plasma testosterone
levels in adult animals (our unpublished data), it will be of
interest in the future to determine as to whether testoster-
one administration to the adult may revert the adult germ
cell death process and DNMT protein levels (37).

The increased expression of the miR-29 family mem-
bers, reported here, represents the highest upstream mech-
anisms identified to date that provide a basis of explana-
tion for the adult germ cell death process in neonatal rats
exposed to xenoestrogens. That the GC-1 germ cell line
transfected with the miR-29 family members undergoes
the apoptosis process strengthens such an observation.
However, the remaining questions are about the upstream
control of miR-29 expression, including for example the
nature and role of transcription factors involved as well as
the epigenetic control mechanisms (for a review see, Ref.
26) potentially altered in adult germ cells after neonatal
estrogen activity disruption. Potential putative transcrip-
tion factors controlling miRNA 29 expression could be
identified with the use of in silico analysis (see www.mi-
crorna.gr/microT). Moreover, the epigenetic control of
miR-29 expression alterations at the level of DNA meth-
ylation and/or chromatin remodeling processes might be
at play. It is unlikely that DNA methylation changes oc-
curring after neonatal exposure to EB deregulate miR-29
expression, because 1) in silico analysis (miRGen data-
base) has shown that miR-29 members do notharbor CpG
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islands in their genomic content and 2) miR-29 levels are
not affected by DNMT in the GC1 cell line (as reported
here). Finally, among the potential mechanisms involved,
chromatin remodeling has been suggested to be at the or-
igin of the long-term deregulation of specific miRNA after
exposure to estrogenic compounds. Indeed, the in vitro
exposure of mammary epithelial cells to diethylstilbestrol
can modulate histone H3 methylation marks (H3K27me3
and H3K9me2) at the miR-9-3 gene, leading to epigenetic
inactivation (38). Specifically for the miR-29 family, stud-
ies have demonstrated that during muscle differentiation,
miR-29b and miR-29¢ expression could be regulated by
the YY1 transcription factor involved in the recruitment of
different histone-modifying enzymes such as histone
deacetylases and Polycomb group proteins (39). It is thus
tempting to speculate that in our model, neonatal expo-
sure to EB induced histone modifications at specific
miRNA clusters, leading to permanent chromatin remod-
eling and the transcriptional activation of specific miRINA
genes. Therefore, it would be of interest to investigate the
status histone marks (e.g. H3K27me3 and H3K9me2 ) and
their related histone methyltransferase enzymes. As a first
clue that argues for such a regulation of miRNA genes, a
work previously published by our laboratory demon-
strated that the neonatal exposure of mice to estrogenic
compounds (EB or diethylstilbestrol) induced the down-
regulation of the histone methyltransferase G9a at the
mRNA and protein levels and decreased H3K9mel and
H3K9me2 marks as well as the transcripr accumulation of
several G9a target genes (40). Another interesting point is
that miR-29 is a hallmark of sexual differentiation in fe-
male but not male gonads (30). Such exposure to estro-
genic compounds that reinduce the expression of miR-29
is reminiscent to the demasculinizing effects of the EED
reported at hormonal levels (41, 42).

In this article, the delayed apoptotic effects on adult germ
cells after neonatal exposure to xenoestrogens is an obser-
vation which is reminiscent of the Barker hypothesis (2) re-
lated to the concept of the developmental origins of health
and disease (1). It is of interest to note that the changes in
miR-29a, miR-29b, and miR-29¢ levels are not observed im-
mediately (PND6) after the endocrine disruption between d
1 and 5 after birth but later in adulthood (PND90) concom-
itant to the appearance of the adult germ cell death pheno-
type. As expected, these delayed changes in miRNA profile
were accompanied by delayed changes in their target
DNMT, and Mcl-1 levels, factors actively involved in the
adult germ cell, as previously indicated. Whether these de-
layed changes in DNMT and Mcl-1 driven by the miR-29 in
the adult germ cells provide some initial bases for the expla-
nation of the developmental origins of health and disease
would be of major interest to investigate. In this context, it is
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noteworthy that altered miRNA patterns might be linked to
disturbed developmental processes during fetal or neonatal
life. For example, the high-fat treatment of gestating mice
induces the long-term deregulation of several miRNA in the
liver of the progeny (43). The exposure of mice to ethanol
during fetal life has also been shown to induce a long-term
increase of miRNA in the brains of exposed animals (44).
In summary, our data showed that early postnatal hor-
monal disruption induces an adult testicular germ cell ap-
optosis linked to the increased expression of apoptomirs
(miR-29 family). The consequences of these increased lev-
els of miR-29 are, at least, the decreased expression of
DNMT and the antiapoprotic factor Mcl-1, two types of
rargets that elicit cellular apoptosis. The involvement of
miR-29 in the adult germ cell death also makes of the
miRNA a potential therapeutic target for male infertility.
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3- Article n°2:

L’altération des voies miR-29, miR-18a et réponse au choc thermique est impliquée dans

I’infertilité masculine : mécanismes d’action et biomarqueurs.

- Résume de larticle:

Des études en pathologie humaine ainsi que sur les souris génétiqguement
modifiées montrent que la voie de réponse au choc thermique est impliquée dans I’infertilité
masculine. Trois protéines sont principalement impliquées : la protéine HSPA2 (HSP70) et
ses deux facteurs de transcription HSF1 et HSF2. HSPA2 est une protéine majeure de la
réponse au choc thermique. Elle protege les cellules contre divers stress, empéchant

I’agrégation des protéines immatures et endommagées.

Au cours de ce travail, nous avons montré des altérations majeures de la voie de réponse au
choc thermique dans le testicule d’animaux exposés pendant la vie néonatale a I’EB. Nous
observons une augmentation d’HSF1 et une diminution d’HSF2 dépendante de la dose dans le
testicule adulte. De plus, I’expression de la protéine HSPA2 régulée par ces facteurs de
transcription est diminuée de fagon dramatique. Ce profil d’altération de la voie de réponse au
choc thermique est semblable au phénotype d’apoptose puisque nous ne 1’avons observé qu’a
I’age adulte et non dans le testicule immature (6 jour) ou pubere (21, 30 jours). Par une
technique d’immunofluorescence, nous avons localisé les protéines HSF1, HSF2 et HSPA2.
Elles sont exprimées dans les spermatocytes, les cellules touchées par 1’apoptose dans notre

modéle.

Nous nous sommes intéressés aux mécanismes en amont pouvant expliquer 1’altération de la
voie de réponse au choc thermique a travers 1’étude de certains miRNAs. En effet, ces petits
ARNs non codant régulent la traduction protéique. Cette piste est suggérée, en partie, par le
fait que le taux de protéines d’HSF2 est diminué alors que son niveau d’ARNm n’est pas
modifié. A 1’aide du logiciel d’alignement TargetScan, nous avons identifi¢ le miR-18a
comme régulateur potentiel de HSF2. Nous avons validé cette donnée en montrant que la
transfection d’une lignée de cellules germinales de souris (lignée GC1) avec analogue
synthétique de miR-18a diminue le niveau d’HSF2, HSPA2 et induit 1’apoptose. In vivo,
I’exposition néonatale a I’EB induit une augmentation de I’expression de miR-18a dans le

testicule adulte.
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Concernant HSF1, comme son expression ARNm et protéique était augmentée, nous avons
évalué la méthylation de son promoteur. Le logiciel MethylPrimer express montre la présence
d’ilét CpG s’étendant de la position -812 a +899 par rapport au site de transcription.
L’exposition néonatale a I’EB induit une diminution de la méthylation du promoteur de
HSF1. Cette hypométhylation pourrait étre liée a la diminution d’expression des enzymes de
méthylation DNMTs, comme nous 1’avons montré dans 1’article n°1. Cette perte d’expression
des DNMTs pourrait étre liée a une augmentation d’expression de leur miARNS régulateurs,
les miR-29a, b, c.

L’apoptose chronique des cellules germinales est irréversible lors d’un traitement néonatal
mais réversible lors d’un traitement adulte suggérant I’implication d’une programmation

développementale de I’infertilité.

En somme, les miR-29 et 18a semblent étre des marqueurs 1’infertilité apres 1’exposition a
I’EB régulant le processus apoptotique via la voie de réponse au choc thermique (HSPA2). En
analysant le sang des animaux, nous montrons I’anomalie tissulaire se répercute au niveau
plasmatique. En effet, dans le plasma des rats adultes, nous observons une augmentation des
miR-29a et 29¢c. Ces miRNA identifiés dans le modeéle expérimental pourraient se révéler des
biomarqueurs de I’infertilité humaine. Ainsi, nous avons évalué 1’expression de ces miARNs
dans une cohorte de 358 patients constituée d’un groupe de patients ayant un nombre normal
de spermatozoides (N>15x10%ml), des patients présentant une oligospermie modérée
(1<N<15x10°ml) ou sévére (0<N<1x10%ml) ou bien une azoospermie (N=0). Une
augmentation des miR-18a, 29a, b, c est observée chez les patients présentant une
oligospermie ou une azoospermie (MiR-29a, b, ¢) par rapport aux hommes ayant un
spermogramme normal. Plus précisément, le miR-18a est augmenté unigquement chez les
patients présentant une oligospermie modérée alors que les miR-29a, b, ¢ sont augmentés chez

les patients présentant une oligospermie modérée, sévére ou bien une azoospermie.

En conclusion, nos résultats montrent que (1) la déregulation de la voie des miR-29/miR-18a
/voie de réponse du choc thermique représente des étapes en amont de 1’apoptose des cellules
germinales conduisant a I’infertilité ; (2) I’augmentation des miR-29/miR-18a dans le plasma
humain suggeére leur utilisation potentielle comme marqueur diagnostic de I’infertilité et (3)
I’implication directe des miR-29s/mmiR-18a dans I’apoptose en fait de potentiels outils

thérapeutiques de I’infertilit¢ humaine.
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ABSTRACT

Studies using genetically-modified mice established that impairment of the heat
shock response (HSR) pathway induces male infertility. Using rats neonatally
exposed to xenoestrogens as a pathophysiological model, we report a major
alteration in HSR through increased HSF1 expression, associated with reduced
HSF2 and HSPA2 expression resulting in adult germ cell apoptosis. The neonatal
programming of this alteration was related to the upstream deregulation of two
mMiRNA pathways. Firstly, an increase in miR-29s reduced the levels of DNA
methyltransferasesl, 3a, 3b, inducing DNA hypomethylation of the HSF1 promoter
and its increased expression. Secondly, a decrease in the HSPA2 protein level
resulting from downregulated HSF2 due to increased miR-18a expression.
Consequently, miR18a/29 were identified as new circulating biomarkers in the
plasma from animal model and more interestingly from infertile patients. In a cohort of
358 patients, miR-29a, b, ¢ and miR-18a plasma levels were higher in patients with
reduced sperm counts (oligospermia). These observations indicate that (i) miR-
29/miR-18a/HSR deregulation represents upstream steps in germ cell apoptosis
leading to infertility; (ii) the increased levels of miR-29/miR-18a in human plasma
support their use as potential infertility diagnosis biomarkers; and (iii) the direct
involvement of miR-29/miR-18a in apoptosis make them therapeutic targets for male

infertility.
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INTRODUCTION

In response to physical and chemical stresses that affect protein folding and thus the
execution of normal metabolic processes, cells activate gene expression strategies
aimed at increasing their chances of survival. All living cells maintain a balance
among the synthesis, folding, clearance, interactions, and location of individual
proteins, which facilitates the proper conformations and physiological concentrations
of proteins needed for cell functions. This process is called proteostasis (Balch et al.,
2008). To deal with inherited misfolded proteins resulting from metabolic and
environmental stresses, cells have highly sophisticated mechanisms, including the
heat shock response (HSR) and the endoplasmic reticulum unfolded protein
response that regulate proteostasis (Morimoto, 2008; Ron and Walter, 2007;
Shinkawa et al., 2011). When cells are exposed to environmental stresses such as
high temperature, they induce the expression of many proteins such as Heat Shock
Proteins (HSPs) that facilitate protein folding and maintain proteostasis (Lindquist,
1986; Richter et al., 2010). The HSR is an adaptive response to proteotoxic stress
that is regulated at the transcriptional level by heat shock factors (HSFs) (Akerfelt et
al., 2010; Wu, 1995). In mammals, HSFs form a family of at least four well-described
transcription factors (Akerfelt et al., 2010; Fujimoto and Nakai, 2010), which were
named according to the first discovery of their activation by heat shock. Due to the
universality and robustness of their response to heat shock, the stress-dependent
activation of HSFs has become a paradigm in the sense that HSFs trigger the
expression of genes encoding HSPs. HSPs, in turn, function as molecular
chaperones, contribute to the establishment of a cytoprotective function against
various proteotoxic stress, regulate cellular homeostasis, and promote cell survival
(Lecomte et al., 2010; Lindquist and Craig, 1988). There are at least five major HSP
families, HSP110/HSPH, HSP90/HSPC, HSP70/HSPA, HSP60/HSPD, and small
HSP (HSPB). HSP70 family members are the most abundant and most highly
conserved (Hunt and Morimoto, 1985). In general, HSPs prevent inappropriate
protein aggregation and shuttle immature or damaged proteins in subcellular
compartments for repair, degradation, or packaging. While it was believed for
decades that HSFs were only involved in protective mechanisms, increasing

evidence indicates that this ancient transcriptional program performs genome-wide
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and unexpected functions, even in the absence of experimentally induced stress
(Lecomte et al., 2010).

HSR is crucial for the normal development and function of the male gonad, and is
especially important in germ cell survival and function. Alteration of HSR induces
massive germ cell death, leading to male infertility in experimental models that are
mainly based on genetically-modified mice, such as HSPA2/HSP70-2 (Dix et al.,
1996; Mori et al., 1997) and HSF2 (Kallio et al., 2002; Wang et al., 2003) knock-out
(KO) mice, which display increased apoptotic germ cell death with reduced quality
sperm. Transgenic mice expressing active HSF1 in the testis are infertile because of
a block in spermatogenesis, resulting from increased germ cell apoptosis (Nakai et
al., 2000; Widlak et al., 2003). Besides the use of animal models, some clinical
studies have pointed to the potential role of HSR in human male infertility. In this
context, HSPA2 levels were decreased in seminal plasma from infertile patients
(Cedenho et al., 2006; Motiei et al., 2013), and a missense mutation (R502H) leading
to loss of HSF2 function has been reported in patients with idiopathic azoospermia
(Mou et al., 2013).

While these observations indicate that HSR may play a crucial role in male infertility,
the upstream mechanisms leading to the alteration of HSF and HSP expression in
this disease remain largely unknown. To answer this question, we used a
pathophysiological experimental model with a male infertility phenotype resulting from
neonatal exposure to Endocrine Disrupting Chemicals (EDCs). Indeed, a major
concern has risen in recent years over the potential reproductive health risks
associated with exposure to environmental chemicals. Human epidemiological and
experimental studies have revealed an association between exposure to EDCs or
xenoestrogens and reproductive health alterations, including male infertility,
cryptorchidism, hypospadias, and testicular germ cell tumors (Atanassova et al.,
2000; Bozec et al., 2004; Mathews et al., 2009; Mclintyre et al., 2001; Meunier et al.,
2012; Omezzine et al., 2003; UNEP/WHO, 2012; Yasuda et al., 1985). Experimental
animal models have shown evidence for a causal link between exposure to EDCs
and impaired spermatogenesis resulting mainly from adult germ cell apoptosis
(Mcintyre et al., 2001; Omezzine et al.,, 2003). Although the molecular basis of
testicular germ cell apoptosis at the origin of impaired germ cell development remains

unknown, epigenetic mechanisms have been suggested to be involved (for a review,
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(Bernal and Jirtle, 2010). We have previously shown that exposure to a xenoestrogen
induces an increase in adult germ cell death leading to infertility (Meunier et al.,
2012). This germ cell death appears to be related to upstream epigenetic
mechanisms, including microRNA (miRNA) expression alteration (Meunier et al.,
2012).

Therefore, the present work aimed to: (i) determine whether the heat shock response
(HSF/HSP) is altered in adult rat germ cells during the death process (infertility) that
follows neonatal exposure to EDCs; (ii) identify the upstream molecular epigenetic
mechanisms, specifically the miRNA pathways involved in the potential deregulation
of HSR during infertility, and (iii) validate such upstream miRNA-HSR pathways in
human male infertility by using the identified miRNAs as potential circulating
biomarkers of this reproductive disease.
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RESULTS

Neonatal exposure to estradiol benzoate (EB) induces adult rat testicular
hypospermatogenesis. Neonatal exposure to the estrogenic analog EB at the highest
dose (12.5 and 25 pg/day, Fig. 1A) induced severe atrophy of adult (post-natal day —
PND- 90) testes with massive germ cell loss (Fig. 1B). At 2.5 pg/d EB, minor
histological alterations in the seminiferous tubules were observed (Fig. 1B), whereas
no alterations were observed at the lower doses (0.75 and 1.25 pg/d, data not
shown). These data correlated with normal body and testicular weights at EB doses
of 2.5 pg/d and less (data not shown). To minimize or avoid massive germ cell loss
that might confound the interpretation of the effects of EB on testicular germ cell gene
expression and protein levels, we analyzed the testicular phenotype at a molecular
level at EB doses of 0.75, 1.25, and 2.5 pg/d. Neonatal exposure to EB induced cell
death in adult (PND90) rat testes at the level of adult germ cells (spermatocytes and
spermatids) as monitored by TUNEL assay (Fig. 1C). Apoptosis was assessed by
significant increases in levels of pro-apoptotic proteins such as BAX (but not PUMA,
Fig. 1D) and decreases in levels of anti-apoptotic proteins such as BCL2, BCL-XL,
and MCL1 (Fig. 1D). This long-term germ cell death process, as visualized (Fig. 1E)
and quantified by monitoring Bax protein levels, was identified in adult (PND90)
testes but not in immature (PND6) or juvenile (PND21 and PND30) testes (Fig. 1F).
These observations are therefore to be viewed in the context of the developmental

(neonatal) origin of the adult germ cell death.

Neonatal exposure to EB affects HSF and HSPAZ2 levels in adult germ cells. Germ
cell death/survival are altered in experimental models with genetically-modified HSF
(Kallio et al., 2002; Nakai et al., 2000) or HSPA2 (Dix et al., 1996); therefore, we next
evaluated the effects of neonatal exposure to EB on HSF/HSP expression in the
context of adult germ cell apoptosis (Fig. 1). Neonatal exposure to EB induced an
increase in HSF1 and a decrease in HSF2 protein levels in adult testes in a dose-
dependent manner (Fig. 2A). Both these alterations were associated with a dramatic
and dose-dependent decrease in the HSPA2 protein level (while HSP60/HSPD1 and
HSP90 expression were not affected, Fig. 2A). Similar to the apoptotic phenotype,
changes in HSF1, HSF2, and HSPAZ2 protein expression were observed only in adult
testes, not in immature or juvenile testes (Fig. 2B). This deregulation of protein levels
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was associated with alterations in the mRNA levels of HSF1 and HSPA2 in adult (but
not immature or juvenile) testes (Fig. 2B) supporting the concept of neonatal
programming of these alterations in the adult germ cell death. HSF2 mRNA levels
were unaffected (Fig. 2B). HSF1, HSF2, and HSPA2 protein expression was
identified in meiotic (spermatocytes) and post-meiotic (spermatids) germ cells of adult
testes (Fig. 2C). Neonatal exposure to EB increased the intensity of HSF1 and
HSPA2 immunostaining in adult testicular germ cells, while it decreased the intensity
of HSF2 immunostaining (Fig. 2C). Next, we addressed the upstream microRNA
pathways that are potentially involved in these HSF1 and HSF2 changes and that

lead to germ cell apoptosis and hypofertility.

Overexpression of miR-18a downregulates the HSF2 protein level and induces germ
cell death. While the mRNA expression of HSF2 was unchanged following neonatal
exposure to EB, its protein level was downregulated. This pattern of expression
suggested potential regulation by microRNAs. Using a target prediction program
(TargetScan), alignment of rat HSF2 with miR-18a revealed a putative target site at
positions 116-122 of the Hsf2 3’'UTR (Fig. 3A). This site is located in a conserved
region of the Hsf2 3’'UTR of several species, including the rat model used here (Fig.
3A). Moreover, regulation of HSF2 expression by miR18a has been reported in a
mouse model (Bjork et al., 2010). Conversely, the possibility that miR-18a directly
targets HSPA2 was excluded using TargetScan. In our model, neonatal exposure to
EB increased miR-18a expression in adult testes but not in juvenile testes. MiR-18a
expression decreased moderately, although significantly, in immature (PND6) testes
(Fig. 3B). However, the possibility exists that such a decrease in miR-18a is not
functionally relevant as (its target) HSF2 protein levels were not affected in immature
(PNDG6) testes (Fig. 2B). Furthermore, in vitro transfection of a rodent testicular germ
(GC-1) cell line with a synthetic mimic of miR-18a increased the apoptotic rate
(identified by AnnexinV, and active CASP3, Fig. 3C, D), and was associated with
significantly reduced HSF2 and HSPAZ2 protein levels (Fig. 3D).

Upstream overexpression of miR-29a and DNA hypomethylation upregulate HSF1
expression with increased germ cell death. Because HSF1 mRNA and protein
expression was upregulated in our model, we hypothesized that transcriptional

regulation is involved. Bioinformatics tools were used to identify and characterize the
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presence of CpG islands in the HSF1 gene promoter sequence. A 5,465 bp region
was analyzed with Methyl Primer Express software. A CpG island spanning positions
—-812 to +899 relative to the transcription start site was detected, with a GC content of
58% and an observed/expected CpG ratio at 0.71 (Fig. 4A). Neonatal exposure to EB
decreased the methylation status of the HSF1 promoter in the adult testis as
assessed by MeDIP gPCR (Fig.4B). This occurred in the context of a decreased
global genome methylation status as determined by evaluation of Line-1 and H19
(Fig. 4B). We previously reported that such hypomethylation is likely to be related to
decreased protein levels of DNMT1, 3A, and 3B in adult testes neonatally exposed to
xenoestrogens (Meunier et al., 2012).

Indeed, knockdown of DNMT3A and DNMT3B increased the HSF1 protein level (Fig.
4C) and apoptotic rate (DNMT3A, Fig. 4D). By contrast, knockdown of DNMT1 by
siRNA did not modify HSF1 expression in the GC1 cell line (Fig. 4C). Taken together,
our data suggest that these DNMTs are the upstream regulators of HSF1. DNMTs
are targeted by a family of microRNAs, specifically miR-29a, b, and ¢ (Garzon et al.,
2009; Meunier et al., 2012; Takada et al., 2009; Veeck and Esteller, 2010). These
microRNAs were identified in the testis throughout postnatal life since miR-29a was
highly expressed from PND6 to PND90, and miR-29b and c expression steadily
increased from PNDG6 to PND9O0 (Fig. 4E). The high levels of these microRNAs in the
adult testis indicate they might be predominantly expressed in adult (spermatocytes
and spermatids) germ cells. Neonatal exposure to EB induced an increase in miR-
29a, b, and c expression in adult testes, but not in immature or juvenile testes (Fig.
4E). The increased expression of HSF1, together with decreased DNMT3a and 3b
protein levels, in GC1 cells after transfection of a synthetic mimic of miR-29a, b, and
¢ suggest that miR-29 family members might be involved in the increased expression
of HSF via alterations of DNMTs (Fig. 4F). Finally, it was validated in vitro that the
second potential pathway, miR-29s—-DNMTs—-HSF1, leads to apoptosis of germ cells
since transfection of GC1 cells with miR-29 (Fig. 4D) or DNMT3A (Fig. 4D) increased
apoptosis.

Our data suggest that neonatal exposure to EB induced long-term germ cell
apoptosis/hypospermatogenesis linked to the alteration of two miRNA pathways,
leading to dysregulated HSF1 and HSF2 protein expression. In addition, assuming
that HSF1 expression is also controlled by HSPA proteins (Anckar and Sistonen,

2011), we tested whether increased HSF1 expression is also related to the
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decreased level of HSPA2. Indeed, knockdown of HSPA2 in GC1 cells significantly
increased the HSF1 protein level while HSF2 knock down did not modify HSF1 levels
(Fig. 4G). Next, we addressed whether the effect remains irreversible when rats are

only exposed during adulthood.

Adult exposure to EB induces reversible hypospermatogenesis. Exposure of adults
(PND90) to EB induced apoptosis (TUNEL) in the same adult testicular germ cells
(spermatocytes and spermatids) as observed following neonatal exposure (Fig. 5A).
Likewise, an alteration in HSR with an increase in the HSF1 level and a decrease in
the HSF2 and HSPAZ2 levels (Fig. 5B) was linked to increased expression of miRNA-
18a, 29a, 29b, and 29c (Fig. 5C). However, germ cell apoptosis was reverted after 60
days (PND150) from the exposure (Fig. 5A) and HSF/HSPA2 protein/microRNAs
expression alterations were no longer observed (Fig. 5A-C).

As the alteration in HSR following neonatal exposure to EDCs, with the related
increase in adult germ cell death, appears to be driven by upstream deregulation of
tissue miRNA expression, we next investigated whether these miRNAs could be used

as biomarkers of infertility.

MiR-18a and miR-29s as biomarkers of male infertility. Neonatal exposure to EB
induced an increase in miR-18a and miR-29c in blood plasma from adult rats, while
the levels of miR-29a and miR-29b remained unchanged (Fig. 6A). Since circulating
miR-18a and miR-29c reflect germ cell death in the testis, we therefore evaluated
their levels in the blood plasma from a cohort of 358 patients with normal or
decreased sperm counts. The data obtained indicate that the plasma levels miR-18a,
29a, 29b, and 29c were significantly higher in patients with altered sperm count
compared to men with normal sperm count (Fig. 6B). Specifically, while circulating
miR-18a levels were increased among patients with moderate oligospermia, miR-
29a, miR-29b and miR-29c were increased in patients with moderate or severe

oligospermia and also in patients with azoospermia.
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DISCUSSION

This study was initiated with three purposes. The first one was to identify the
alteration of the HSR as underlying mechanism in the adult germ cell death process.
The second one was to show that impaired HSR results from an upstream
deregulation of miRNA expression. The third one was to use these identified miRNAs
to generate circulating biomarkers of male infertility in the pathological context of
decreased sperm count in humans. We used a patho-physiological model of neonatal
xenoestrogen-exposed rats that exhibit a phenotype of adult male infertility resulting
from chronic adult germ cell apoptosis. We report that germ cell death was linked to
an alteration of the HSR, which was mediated by increased HSF1 expression and
decreased HSF2 and HSPA2 protein levels. Functional studies on HSR in the male
gonad provided by genetic models established a causal link between altered HSR
and the male infertility phenotype, which was caused by germ cell death (Dix et al.,
1996; Kallio et al., 2002; Mori et al., 1997; Nakai et al., 2000; Wang et al., 2003;
Widlak et al., 2003). Therefore, the alteration of HSR displayed in this experimental
model clearly underlies the adult germ cell death, and thus infertility, observed

following neonatal exposure to xenoestrogens.

One of the original findings of this report is the identification of MIRNA expression
deregulation as an upstream mechanism involved in the impairment of the HSF/HSP
balance in neonatally programmed adult germ cell death. MIRNAs are tiny
(approximately 18-25 nucleotides) non-coding RNAs and endogenous physiological
regulators of gene expression in virtually all of eukaryotic organisms (He and
Hannon, 2004). They are highly conserved with close to 90% sequence homology
among human, mouse, and rat (Kim and Nam, 2006). The expression patterns of
miRNAs can be developmentally regulated or tissue-specific, or miRNAs can be
steadily expressed in the whole organism (He and Hannon, 2004). MiRNAs play
important roles in numerous cellular processes such as development, differentiation,
apoptosis, and cell proliferation by simultaneously controlling the expression levels of
many genes (Bartel, 2004; He and Hannon, 2004; Pasquinelli et al., 2005; Plasterk,
2006). In the present study, two miRNA pathways involved in the altered HSF/HSP
balance leading to changes in HSPA2 expression and programmed adult germ cell
death were identified, namely miR-29-DNMTs-HSF1 and miR18a-HSF2 pathways.
The first pathway was related to increased HSF1 expression, resulting from its
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decreased promoter DNA methylation. This was a consequence of reduced levels of
DNMT1, 3A, and 3B, followed by increased expression of miR-29a, b, and c. The
second pathway was related to a decrease in the HSPA2 protein level, resulting from
a decrease in the HSF2 level, which was caused by an increase in miR-18a

expression.

While the molecular mechanisms underlying the increase in HSF1 mRNA and protein
levels have remained unclear until now, the present data show that this increase in
expression could be related to its hypomethylated promoter status. Indeed, we
expanded our previous data (Meunier et al., 2012) and showed that neonatal
exposure to xenoestrogens induces global genome hypomethylation of adult germ
cells as evaluated through the increases in Line-1 and H19 levels. The involvement
of the miRNA 29-DNMT pathway in the overexpression of HSF1 in germ cell death is
supported by (i) the increased expression of mMiIRNA-29 family members together with
the decrease in DNMT (target) protein levels, and the subsequent increase in HSF1
expression resulting from its hypomethylation in adult germ cells; and (i) the
increased expression of HSF1 in the germ cell line GC-1 cells transfected with pre-
MiRNA-29 or with sSiDNMTSs, together with increased germ cell death. These in vitro

data assess the functionality of this miRNA pathway identified in the in vivo model.

The miR18a-HSF2 pathway might play a key role during physiological germ cell
maturation (Bjork et al., 2010). Indeed, expression of miR-18a and HSF2 are
inversely correlated during spermatogenesis, and inhibition of miR-18a in intact
seminiferous tubules increases the level of HSF2 protein, which is involved in germ
cell maturation and survival (Bjork et al., 2010). In the present work, we
demonstrated that neonatal exposure to Xxenoestrogens clearly disrupted this
pathway in the adult testis and resulted in increased miRNA-18a expression, which
led to a decreased level of HSF2 protein and a subsequent reduction in the level of
HSPAZ2. This mechanism contributes to the adult rat apoptotic germ cell phenotype,
which is comparable to that observed in genetically invalidated HSF2 (Kallio et al.,
2002; Wang et al., 2003) and HSPA2 KO mice (Dix et al., 1996; Mori et al., 1997).
MiR-18a and HSF2 protein colocalize to early (meiotic) pachytene spermatocytes
and round post-meiotic spermatids (Alastalo et al., 2003; Bjork et al., 2010; Sarge et
al., 1993), the germ cell types where the death process is occurring (present data).

The alteration of this miR-18a—HSF2 pathway leading to germ cell death in our
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experimental model was supported by (i) an increase in miR-18a tissue levels and a
decrease in HSF2 (and HSPAZ2) protein levels in adult rats neonatally exposed to
xenoestrogens and (ii) the downregulation of HSF2 (and HSPA2) protein levels in
germ cell line transfected with miR-18a, together with increases in the levels of

apoptosis and cleaved CASP3.

Interestingly, the two miRNA-HSR pathways are likely to be interconnected since
concomitant alteration of HSF1 and HSF2 expression might mediate the dramatic
reduction in HSPA2 levels. Indeed, HSF2 was suggested to play a role in the
heritability of a decondensed chromatin status on the HspA2 gene in a process called
“‘bookmarking” (Xing et al., 2005). This process helps to maintain Hsp genes in a
transcription competent state to allow quick and robust activation of the gene by
HSF1 (Ostling et al., 2007). Therefore, the decrease in the HSPA2 level, we
observed in the present study, might result from a reduction in HSF2 and the
decrease in HSF2 probably rendered HSF1 unable to exert its stimulatory effect on
HSPA2 expression. As a consequence, the inability of HSF1 to increase the level of
HSPAZ2, could explain the inefficiency of HSF1 to protect against germ cell death. On
the other side, paradoxically, it has been reported that activation of HSF1 in male
germ cells induces male infertility resulting from either a direct HSF action on germ
cell death (Nakai et al., 2000; Vydra et al., 2006; Widlak et al., 2003) or via
decreased HSPA2 expression (Widlak et al., 2003). Indeed, HSF1 induced germ cell
death through the alteration of the level of several partners in the apoptotic cascade
pathways such as Bcl2 family proteins, TP53, death receptor interacting proteins
(Vydra et al., 2006). Recently, HSF1-dependent induction of apoptosis in
spermatocytes appeared to be related to repression of several genes crucial for
spermatogenesis (Kus-Liskiewicz et al., 2013). Lack of the expression of these genes
results in derepression of retrotransposons (mainly Line-1) (De Fazio et al., 2011;
Vagin et al.,, 2009; Zheng et al., 2010). The increase in line-1 expression in the
present work together with that of HSF1 in adult germ cells from neonatally exposed
rats to EDCs is clearly consistent with these observations. Moreover, the decrease in
HSPA2 levels resulting from the interaction between the two miRNA pathways may
also contribute to maintain the over expression of HSF1. Indeed, HSPA2 is known to
inhibit HSF1 by directly binding to its promoter (for a review see, (Anckar and
Sistonen, 2011). The increase in HSF1 expression following HSPA2 knockdown in
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GC1 cells reported here is clearly consistent with this. Together, the increased
expression of HSF1 might result not only from its demethylated promoter status via
the altered miR-29-DNMTs-HSF pathway, but also from the decreased level of
HSPAZ2 via the impaired miR-18a—HSF2-HSPA2 pathway.

The adult germ cell death phenotype supported by an altered balance of HSF/HSP
levels related to upstream over expression of miRNA-29 and miR-18a exhibits at
least two characteristics. Firstly, among the relevant point in the present study is the
reversibility of germ cell death when exposure to xenobiotics occurs during adulthood
versus its irreversibility/chronicity when it occurs during the neonatal period. Indeed,
while miRNA pathways leading to HSR deregulation in adult germ cells are altered
with both neonatal and adult exposure, the impairment of the miRNA-29-DNMT-
HSF1 and miR18a-HSF2-HSP70 pathways was reversible only in adult exposure.
Therefore, the present data reinforce the concept that the neonatal period represents
a critical and vulnerable period leading to the programming of an irreversible disease
in adults. Additionally, male infertility could be also now viewed in the general context
of the developmental origin of Heath and disease (DoHaD) concept (Barker et al.,
1989; Hanson and Gluckman, 2008). The DoHaD hypothesis explains how early
developmental exposures influence disease onset later in life (for a review, see
(Bernal and Jirtle, 2010). This concept, first proposed by David J.P. Barker (Barker et
al., 1989), now encompasses the effects of numerous exposures on cancer initiation,
developmental disorders, neurological diseases, and metabolic syndromes (Barker,
2000). That the major developmental changes in epigenetic mechanisms occur
during this crucial neonatal vulnerable period, has led to the concept of epigenetic
programming of adult diseases (for a review, see (Szyf, 2013). Indeed, several
studies support the concept that epigenetic programming may play an important role
in the reactions of organisms to environmental stresses during critical developmental
periods (Hanson and Gluckman, 2008; Mathers and McKay, 2009; Wadhwa et al.,
2009). Together, one of the contributions of the present work was to demonstrate that
toxic exposure to a compound with endocrine activities could alter the epigenome (at
least in its MIRNA component) during early development and lead to a programming
of an adult reproductive disease. Additionally, it should also be noted that the
expression of other epigenetic effectors such as DNMTs (Meunier et al., 2012) and
the present study), as well as the histone methyltransferases G9a (Volle et al., 2009)
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and the polycomb gene EZH2 (enhancer of zeste homolog 2; manuscript in
preparation), can be also altered in this experimental model while leading to adult
germ cells death phenotype. Thirdly, alteration of the HSR observed following EDC
exposure was clearly related to deregulation of miRNA expression at the tissue and
blood plasma levels. Alterations in miRNA levels in plasma clearly make miRNAs
potential circulating biomarkers that can help to extend observations to infertile
patients. Indeed, several miRNAs previously identified in cells and tissues are also
found in extracellular fluids such as the plasma, serum, saliva, urine, semen, vaginal
secretions, and menstrual blood (Boon and Vickers, 2013; Chen et al., 2008; Hanson
et al.,, 2009). Circulating miRNAs display several characteristics of appropriate
biomarkers: they could be accessible through non-invasive protocols, are
inexpensive to quantify, and are specific to the disease of interest. Conservation
between human and model organisms makes extracellular miRNAs ideal candidates
for non-invasive biomarkers to study various physiopathological conditions in the
body (Wu et al., 2012). Because miRNAs were found as upstream deregulators in
pathways leading to germ cell death, together with their potential presence in
biological fluids, this raised the question of whether the altered levels of miR-29 and
miR-18a in testicular tissue is reflected in blood plasma. Rats neonatally exposed to
xenoestrogens exhibited increased levels of two miRNAs (miR-18a and miR-29c) in
blood plasma. We were unable to detect changes in rat circulating miR-29a and miR-
29b levels, as it is possible that some miIRNAs such as miR-29b are less stable in
blood (Zhang et al., 2011). Together, these observations suggest that adult germ cell
death related to increased expression of miR-29 and miR-18a is reflected in blood
plasma. This is the first report indicating that changes in adult tissue miRNA levels
occurring following neonatal exposure to xenobiotics and leading to an adult disease
are translated later during adulthood, at the level of non-invasive (circulating)
biomarkers. This might be of major interest with regard to the use of circulating
MiRNAs as biomarkers to assess the toxicity of chemicals/drugs on reproductive
health. Therefore, we further investigated whether miR-29 family members and miR-
18a are also affected in infertile patients with altered sperm counts. Infertility is a
worldwide reproductive health problem, affecting 10-15% of couples (de Kretser,
1997). Half of these cases are attributed to male factors, and 60-75% of male
infertility cases are idiopathic since the molecular mechanisms underlying the defect

remain unknown (Guzick et al., 2001). A significant proportion of idiopathic male
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infertility is accompanied by severe oligospermia to azoospermia. The data presented
in this study clearly indicate that the levels of circulating miR-29a, 29b, 29c, and 18a
are increased in the plasma of patients with altered sperm counts. More specifically,
while both in the experimental model and in the patient cohort circulating miR-18a
and miR-29 family members are increased, our data point to some differences.
Indeed, while in the experimental model, miR-18a and miR-29c appear as more
appropriate non-invasive biomarkers related to the germ cell death, in the infertile
patients, circulating miR-29a and 29c (and to a lesser extent 29b) are clearly more
correlated to altered sperm count in patients with moderate oligospermia or
azoospermia. We do not know at the present time the reasons for these
discrepancies. The possibility exists that the transport and the stability of the miRNAs
are different in the experimental rodent used and in humans. It should be noted that
while altered levels of miIRNAs have been found in seminal plasma and in
spermatozoa from infertile patients (Abu-Halima et al., 2013; Wang et al., 2011), this
is the first report demonstrating such a miRNA level alteration related to male
infertility patients is identified in blood plasma. Moreover, our in vitro and in vivo
experimental data related to the increased germ cell death induced by the miRNA
expression deregulation together with altered HSPA2 levels in seminal plasma from
infertile patients (Cedenho et al., 2006; Motiei et al., 2013) provides a potential basis
of explanation for the oligospermia in humans. The evaluation of plasma miRNA
levels could be therefore used not only as non-invasive diagnosis biomarkers for
infertility but also potential therapeutic targets. Finally, that both miRNA29 and
miR18a were first identified as altered circulating biomarkers in the experimental
animal model and then used as such in human patients makes of the animal model

an appropriate source for the identification of new biomarkers in human diseases.
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MATERIAL AND METHODS

Subjects. This study was conducted according to the Declaration of Helsinki for
Medical Research involving Human Subjects and the Ethics Committee (Protocol No
DC-2013-1894). Informed consent was obtained from all patients. Blood samples
from fertile (normal sperm parameters) and infertile (sperm count 0 and <15 x 10%/ml)
patients were collected from the Department of Obstetrics and Gynaecology, Nice
Hospital Center, France. The criterion for inclusion was a male in a relationship
undergoing assisted reproduction techniques for infertility. Patients underwent an
extensive evaluation, including family and personal history, physical and/or
ultrasonographic examination, karyotype, Y deletion. Sperm parameters were
evaluated according to standard WHO criteria (WHO, 2010). Hormonal profiles
(follicle-stimulating hormone, luteinizing hormone, inhibin B and testosterone) were
also determined. Based on the WHO criteria, which fixed the normal sperm count at
15x10° spermatozoa per ml, the patient population was separated in four groups with
normal sperm count (SPGN >15x10% 56.71x10° + 30.10, n=191), moderate
oligospermia (1<Oligo M < 15x10°: 7.01x10° + 3.8, n=88), severe oligospermia (0<
Oligo S <10°% 0.35x10° + 0.39, n=35) and azoospermia (Azoo = 0x10°% 0x10° + 0,
n=42). In this study are included only the patients with altered sperm counts from
unknown (i.e. idiopathic) origin (excluding hormonal, genetic or chemotherapeutic
causes). In the four patient groups, the age was comparable (SPGN: 36.4 +6.7; Oligo
M: 36.47 = 5.95; Oligo S: 36.03 + 5.21; Azoo: 35.2 + 8.8).

Animals. Animal experiments were carried out in accordance with EU legislation
(Directive 2010/63/EU) and were approved by a Local Animal Care and Use
Committee. Estradiol benzoate (EB, Sigma Aldrich, Lyon, France) at doses of 0,
0.75, 1.25, 2.5, 12.5, or 25 pg/d was administered subcutaneously to male neonatal
rats from postnatal day (PND) 1 to PND 5 (Protocol No. 2008-43, (Meunier et al.,
2012). At least ten animals from four litters were used in the untreated and treated
groups. Animals were sacrificed on PND90. EB at doses of 0 or 250 pg/kg/d was
administered subcutaneously to male adult (PND90) rats for 5 days (Protocol No.
2012-73). At the end of the treatment, 8 rats in each group were euthanized. The
remaining 8 rats in each group were left without treatment for 2 months and were
then euthanized (PND150).
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Histology, immunohistochemistry, and in situ apoptosis detection. Hematoxylin
and eosin staining, immunohistochemistry, and TdT-mediated dUTP-X Nick End
Labeling (TUNEL) approaches were performed on at least five animals per group
(Meunier et al., 2012). Antibodies raised against HSF1, HSF2, HSPA2 were diluted at
1:50, BAX was diluted at 1:100. The secondary antibody either donkey antirabbit
(Amersham, Piscataway,NJ), rabbit antimouse, or swine antirabbit (Dako, Glostrup,
Denmark) conjugated to fluorescein isothiocyanate (FITC) or Texas Red-secondary
was diluted at 1:30.

Western blotting analysis. Frozen testicular tissue was ground in liquid nitrogen to
obtain tissue powder. Aliquots (~20 mg) of powder were homogenized in ice-cold
hypotonic buffer (25 mM Tris-HCI, 0.1% SDS, and 1% protease inhibitor cocktail)
(Sigma-Aldrich, Meylan, France). Tissue homogenates were further sonicated (10
sec at 80 Watts). Protein concentration was determined with the bicinchoninic acid
assay. The experimental procedures were performed as previously described
(Benbrahim-Tallaa et al., 2008 ). Antibodies raised against HSF1, HSPA2, Bax,
Puma (Cell Signaling, St Quentin en Yvelines, France), HSF2, HSP60/HSPD1,
HSP90, Bcl2, Bcl-xL (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), Mcl-1 (Rockland,
Gilbertsville, PA), and actin (1:10,000; Jackson’s Laboratory, Bar Harbor, ME) were
diluted 1:1,000, unless otherwise noted, and used for immunoblotting. Membranes
were scanned with a luminescent image analyzer 3000 CCD camera (Fujifilm,
Dusseldorf, Germany) and quantified with MultiGauge software (Fujifilm).

Real-time quantitative PCR for mRNA expression. Total RNA was isolated from
frozen testicular powder using TRIzol reagent (Invitrogen, Cergy Pontoise, France)
coupled with column purification of RNA using the RNeasy kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France) and DNase treatment. Complementary DNA was synthesized from total RNA
(1 pg) as described previously (Meunier et al., 2012). A 1:20 dilution of the reverse
transcribed product was used for real-time PCR analyses with SYBR master mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA) as described previously (Meunier et al., 2012).
The sequences of the primers were as follows: HSF1, 5
CCCTGAAGAGTGAGGACATAAS3' (forward), 5'GCTGGAGATGGAGCTGAGTAS3
(reverse); HSF2, 5TAAATGGCTCCTCCAACCTG3 (forward),
5'CCAACAGCTCAACCTTTCCTA 3 (reverse); HSPA2,
5'AGACGCAGACCTTCACTACS (forward), 5TTTTGTCCTGCTCGCTAATC3
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(reverse); Actin, 5’AGCCTCGCCTTTGCCG3' (forward), 5CTGGTGCCTGGGGCG3

(reverse). Data were normalized to actin levels.

Real-time RT-PCR analysis of microRNA expression. 12.5 nanograms of total
RNA, obtained as described above, was reverse transcribed using the stem-loop
method (Applied Biosystems) as previously described (Meunier et al.,, 2012). For
gPCR, 2.5 pl of the reverse transcribed product (1:20 dilution for PND21, PND30,
and PND90, and 1:5 dilution for PND6) was assayed using TagMan Universal PCR
master mix and TagMan miRNA (18a, 29a, 29b, and 29c, Applied Biosystems)

primers/probes. Data were normalized to SnoRNA202.

Detection of DNA methylation by MeDIP-gPCR. DNA was isolated from frozen
testicular powder using the DNeasy® blood and tissue kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France). Six micrograms of DNA were digested with 24U of Mse | enzyme (New
England Biolabs, Ipswich, MA) supplemented with 100 ng/ul Bovine Serum Albumine
overnight at 37°C. The reaction was stopped by heating the samples for 20 min at
65°C and then purified using the QIAquick PCR purification kit (Qiagen). Msel-
digested DNA was run on a 2% agarose gel to verify the fragment size of 200-1,000
bp. Msel-digested DNA was defined as the input DNA. One microgram of Msel-
digested DNA was incubated with magnetic beads coupled with MBD2 protein
(EpiXplore™ methylated DNA enrichment kit, Clontech, Mountain View, CA). Beads
were washed to remove non- and hypo-methylated DNA. The enriched methylated
DNA fraction was eluted with high salt buffer and then purified by precipitation
according to the manufacturer’s instructions. This fraction was defined as MeDIP
DNA. Five nanograms of input and MeDIP DNA were subject to real-time gPCR as
described above. The levels of methylated DNA were calculated according to the
following formula: 2°[(Ct (Input)-Ct (MeDNA-IP))]. The sequences of the primers
used were as follows: HSF1, 5'CGCGCCGGCTACCGATTTAC3 (forward),

5GTGCGCAGGCGCTGTGATCTZ (reverse); LINEA1,
5CCTGGTGAGCTTGGGACA3  (forward), 5 CTCAGGAGTGCCCACCTGACY
(reverse); H19, 5AACTCGAGGAGAGCGATCCG3’ (forward),

5ACCTGTATCGGGGTACGACCGAZ’ (reverse).

Cell culture and transfection. GC-1 cell line (which harbors features of type B

spermatogonia and primary spermatocytes), provided by Pr Chambon (IGBMC,
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Strasbourg, France), was maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium/Glutamax medium (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) supplemented with
10% heat-inactivated Fetal Bovine Serum (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) at
37°C in a humidified, CO,-controlled (5%) incubator. Synthetic miRNAs (50 nM each;
miR-18a - UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG-, miR-29a -
UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA-, miR-29b —
UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU-, miR-29¢ UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA-
, or a scrambled negative control, Ambion/Life Technologies Saint-Aubin, France) or
small interfering RNA (siRNA, 50 nM each; HSF1l, HSF2 -
GGAAGAUUGUCCAGUUUAU- Sigma-Aldrich, or HSPA2 -
GCGUGAUCGCCGGUCUAAA- Sigma-Aldrich, or scrambled negative SiRNA,
Dharmacon/Thermo-Scientific, lllkirch, France) were transiently transfected into cells
cultured in 12-well plates with Interferin reagent (Polyplus, Strasbourg, France)
according to the manufacturer's protocol (Applied Biosystems). Cells were harvested
after transfection for 16 h (flow cytometry) or 48 h, and protein or RNA were isolated.

Cytometry analysis. GC-1-transfected cells were harvested with accutase (Sigma-
Aldrich, Meylan, France). After centrifugation, the cells were stained with the FITC-
labeled annexin V/Propidium lodide (Pl) apoptosis kit (Miltenyi Biotec GmbH,
Gladbach, Germany), and analyzed on an MACS Quant instrument. At least 10,000

events were analyzed per tube.

Statistics. Data were analyzed using GraphPad software (version 4.0; GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA). Values were expressed as the mean £+ SEM
(Standard Error of Mean) to account for variations among samples and animals
within a dataset. Student's t-test for single comparisons or ANOVA (Analysis of
Variance) for multiple comparisons was performed to determine whether there were
significant differences between groups (p<0.05). For ANOVA, this was followed by
the Bonferroni post-hoc test if p<0.05, which determined the significance of

differences between pairs of groups.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Neonatal exposure to EB induces a germ cell apoptotic phenotype in
adult testes. Representative micrographs of (A) testes, (B) H&E-stained testes, and
(C) TUNEL-stained testes from 90-d-old rats exposed from PND1 to PND5 to vehicle
(0) or EB (2.5, 12.5, or 25 pg/d). The green fluorescent signal corresponds to

TUNEL-positive (apoptotic) cells. Nuclei were counterstained with DAPI (blue signal).
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(D) Bax, Puma, Bcl2, Bcl-xL, and Mcll protein levels in adult rat testes from
unexposed (0) or 0.75, 1.25, or 2.5 pg/d EB-exposed rats were quantified by Western
blot ana- lyses. Representative autoradiograms (left) are shown. Histograms (right)
represent protein levels expressed as a percentage of the ratio (target protein/actin)
in the untreated group. (E) Representative micrographs of BAX-stained testes from
90-d-old rats neonatally (PND1 to PND5) exposed to vehicle (0) or EB (2.5 pg/d).
The red fluorescent signal corresponds to BAX-positive cells. Nuclei were
counterstained with DAPI (blue signal). (F) Bax protein levels in immature (PND6),
juvenile (PND21 and PND30), and adult (PND90) rats unexposed (Ct) or exposed
neonatally to EB (2.5 pg/d) were quantified by Western blot analysis. Results are
expressed as the mean = SEM determined from 5-7 rats per treatment (* p < 0.05).

Figure 2. Neonatal exposure to EB induces long-term alterations in HSF1,
HSF2, and HSPA2 levels. (A) Immunoblots of HSF1, HSF2, HSPD1, HSPA2, and
HSP90 performed on protein extracts from rat testes unexposed (0) or exposed to
0.75, 1.25, or 2.5 pg/d EB. Representative autoradiograms (left) are shown.
Histograms (right) represent HSF1, HSF2, HSPD1, HSPA2, and HSP90 protein
levels expressed as a percentage of the ratio (target protein/actin) in the untreated
group. Results are expressed as a mean + SEM determined from seven rats per
treatment (* p < 0.05). (B, left) Immunoblots of HSF1, HSF2, and HSPA2 performed
on protein extracts from immature (PND®6), juvenile (PND21 and PND30), and adult
(PND9O0) rats testes exposed neonatally to vehicle (Ct) or EB (2.5 pg/d). (B, right)
HSF1, HSF2, and HSPA2 mRNA levels in adult rat testes from unexposed (0) and
2.5 pg/d EB-exposed rats were determined by real-time RT-PCR. Results are
expressed as the mean + SEM determined from 5-7 rats per treatment (* p < 0.05).
(C) Representative micrographs of HSF1-, HSF2-, and HSPA2-stained testes from
untreated (0) and EB-treated (2.5 pg/d) adult (PND90) rats from PND1 to PND5. The
red fluorescent signal corresponds to HSF1-positive or HSPA2-positive cells, while
the green fluorescent signal corresponds to HSF2-positive cells. Nuclei were

counterstained with DAPI (blue signal).
Figure 3. MiR-18a is an upstream regulator of the HSF2/HSPA2 pathway. (A) In

silico analysis of the Hsf2 3’'UTR shows the likely formation of a duplex between Hsf2

and miR-18a. The binding site is conserved among several mammalian species. The
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seed-recognizing site is marked in bold. (B) Mature miR-18a levels in immature
(PND®6), juvenile (PND21 and PND30), and adult (PND90) rat testes from unexposed
(Ct) or EB-exposed (2.5 pg/d) rats were quantified by real-time PCR. Histograms
represent relative miRNA levels normalized to small nucleolar RNA levels. Results
are expressed as the mean + SEM determined from 7-8 rats (* p< 0.05). (C) The
apoptotic rate in a testicular germ cell line (GC1) was determined by flow cytometry
after transient transfection (16 h) with a scrambled miRNA mimic (scrambled) or a
miR-18a mimic. Apoptotic (annexin V-positive) cells were observed in the upper left
guadrant. Representative histograms of GCL1 cells stained with FITC-labeled annexin
V and PI are shown. (D) GC1 cells were transiently transfected (16 h for CASP3 and
CLEAVED-CASP3, and 48 h for HSF2 and HSPA2) with a scrambled miRNA or a
miR-18a mimic before protein levels were evaluated. Data are presented as the
mean = SD from three independent experiments (n=4 for each experiment; * p< 0.05)
(C, D).

Figure 4. MiR-29 family members induce germ cell apoptosis by reducing
DNMT expression, resulting in increased expression of HSF1. (A) CpG sites
(vertical bars) and islands (pink box) around the transcription start site of the Hsfl
gene were predicted (RGD: 620913, chr7: 114,523,000...114,528,464) using Methyl
Primer Express (Applied Biosystems). The primer set used to amplify the CpG island
upstream of the transcription start site was designed using Primer3
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). (B) The methylation status of HSF1, Linel, and H19
was performed by comparing expression between MeDIP DNA and input DNA by
real-time PCR in testes from untreated (0) or EB-treated (2.5 upg/d) adult rats.
Results are expressed as the mean + SEM determined from at least seven rats (* p
<0.05). (C) The HSF1 protein level in GC-1 cells transiently transfected (48 h) with
SIRNA directed against DNMT1, 3a, or 3b was determined. Representative
autoradiograms are shown. Histograms represent the HSF1 protein level expressed
as a percentage of the ratio (HSF1 protein/actin) detected in cells incubated with
scrambled (siCTRL) or siRNA DNMTs. Results are expressed as the mean + SEM
determined from at least three independent experiments, with quadruplicate data
points in each experiment (* p < 0.05). (D) The apoptotic rate in GC-1 cells was
visualized by annexin-V-FITC/PI flow cytometry after transfection with control miRNA

(scrambled) or a miRNA mimic for miR-29a or c. Apoptotic (annexin V-positive) cells
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were observed in the upper left quadrant, and at least 10,000 events were counted.
The apoptotic rate (histogram) is expressed as the mean + SEM determined from at
least three independent experiments, with quadruplicate data points in each
experiment (* p < 0.05). The apoptotic rate was analyzed similarly after transfection
with control siRNA (SiRNAO) or siRNA raised against DNMT3A (siDNMT3A). (E)
Mature miR-29a, b, and c levels in immature (PND6), juvenile (PND21 and PND30),
or adult (PND90) testes from untreated rats were quantified by real-time PCR (left).
Mature miR-29a, b, and c levels were determined in the testes from untreated (Ct)
rats or rats neonatally exposed to EB (2.5 ug/d, EB) at different ages (PND6, PND21,
PND30, and PND90) (right). Histograms represent relative miRNA levels normalized
to small nucleolar RNA levels. Results are expressed as the mean * SEM
determined from 7-8 rats (* p < 0.05). (F) The protein levels of HSF1, DNMT3B, and
DNMT3A were determined in GC-1 cells transiently transfected (48 h) with scrambled
MiRNA (scrambled) or a miRNA mimic for miR-29a, b, or c. Representative
autoradiograms are shown. Histograms represent protein levels expressed as a
percentage of the ratio (target protein/actin) detected in the scramble-treated control
cells. Results are expressed as the mean + SEM from at least four independent
experiments (* p <0.05). (G) GC1 cells were transiently transfected (48 h) with control
SIRNA (siRNAOQ), or siRNA against HSPA2 or HSF2. HSF1 protein levels were
analyzed by Western blotting. Results (histograms) are expressed as the mean *

SEM from three independent experiments (n=4 for each experiment; * p < 0.05).

Figure 5. Adult exposure to EB induces reversible hypospermatogenesis. Adult
rats (PND90) were untreated (0) or treated for 5 days with EB (2.5 pg/kg/d, EB).
Thereafter, animals were sacrificed just after treatment (PND90) or left without
additional treatment until PND150 to determine the reversibility of the EB effects. (A)
TUNEL was performed in testes. The green fluorescent signal (arrow) corresponds to
TUNEL-positive (apoptotic) cells. Nuclei were counterstained with DAPI (blue signal).
Histograms represent the number of TUNEL-positive cells per 100 seminiferous
tubules. Results are expressed as the mean + SEM from at least six rats (* p <0.05).
(B) HSF1, HSF2, and HSPA2 levels were quantified by Western blot analysis in
testes. Representative autoradiograms (right) are shown. Histograms (left) represent
protein levels expressed as a percentage ratio (target protein/actin) detected in

untreated rats. Results are expressed as the mean + SEM from at least eight rats (* p
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<0.05). (C) Mature miR-18a, miR-29a, b, and c levels were quantified by gPCR in
testes. Histograms represent relative miRNA levels normalized to small nucleolar
RNA levels. Results are expressed as the mean = SEM from at least eight rats (* p
<0.05).

Figure 6. MiR-18a and miR-29 as circulating biomarkers of
hypospermatogenesis. (A) Mature miR-18a, 29a, 29b, and 29c levels were
guantified by gPCR in blood from adult (PND90) rats unexposed (0) or EB-exposed
at neonatal period (2.5 pg/d). Histograms represent relative miRNA levels normalized
to the cel-miR-39 level. Results are expressed as the mean + SEM determined from
7-8 animals (*, P < 0.05). (B) Mature miR-18a, 29a, 29b, and 29c levels were
guantified by gPCR in the blood from men with normal spermograms (SPGN) or with
moderate (Oligo M) or severe (Oligo S) oligospermia or azoospermia (Azoo0).
Histograms represent relative miRNA levels normalized to the cel-miR-39 level.

Results are expressed mean + SEM (*, P < 0.05).
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Discussion

Nous vivons dans un monde ou les produits industriels sont omniprésents dans notre vie de
tous les jours. Nous « baignons » quotidiennement dans environ 100 000 molécules
chimiques. A partir de 1997, I’organisation mondiale de la santé (OMS) a posé le probléme
des effets potentiels de ces produits sur la santé humaine et de la faune sauvage (en particulier
a travers la perturbation du systéeme hormonal des individus (notion de perturbateurs
endocriniens). Pour essayer d’apporter les preuves d’un lien entre PEE et santé humaine,
différentes équipes, dont notre laboratoire a mis en place des modéles expérimentaux
d'exposition périnatale aux PEE (estrogénomimétique, anti-androgenes). En 2002, a partir des
données obtenues des études épidémiologiques et des modéles expérimentaux, I’'OMS a
reconnu le risque que représentaient les PEES pour certaines catégories de la population
comme les femmes enceintes/le feetus, les enfants ou bien pour la fertilit¢ des populations.
Dans ce contexte, le nouveau défi était d’identifier les mécanismes d’action des PEE de
maniere a déterminer des biomarqueurs de leur action et de mettre en place des outils pour le

criblage de ces molécules.

1-  Exposition néonatale a ’EB : présentation d’un modeéle expérimental
isomorphique pour ’étude de I’hypospermatogenése due a une apoptose

chronique des cellules germinales.

Le modéle que nous avons utilisé, au cours ce travail de thése, est celui d’une exposition
néonatale (jours 1 a 5 apreés la naissance) a un analogue d'estrogenes (estradiol benzoate, EB).
L’EB est un estrogeéne pur qui en tant que tel, sert de composé modele pour les PEEs ayant
une activité estrogénique. La période jours 1 a 5 chez le rat correspond, chez I'homme, a la
période développementale entre le second et le troisieme trimestre de grossesse [717] soir la
phase d’organisation du tractus génital méle. L’exposition néonatale a I’EB provoque chez les
rats males adultes des altérations tractus génital, proche du syndrome de dysgénésie
testiculaire: une hypospermatogenése plus ou moins sévére, éventuellement associée aux plus
fortes doses a une cryptorchidie. Ainsi, aux doses les plus fortes (12,5 et 25 ug/jour) nous
observons une diminution du poids testiculaire de 1’ordre de 50%. Ces résultats sont en accord

avec la littérature puisque 20 pg/j d’EB diminuent le poids du testicule et de I’épididyme
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[122] ou 15 et 150 ug/j diminuent le poids des différents lobes prostatiques [718]. Avec les
plus faibles doses d’EB, nous n’identifions pas de modifications du poids du testicule. De
facon similaire, aucune modification du poids prostatique n’est observée a des doses
inférieures ou égales a 1,5 pg/j [718]. Cette diminution du poids testiculaire a 12,5 et 25
pg/jour d’EB est associée a une perte massive des cellules germinales, comme nous le
montrons ici ou comme le montrent d’autres équipes pour des doses supérieures a 10 pg/jour
[122, 718-720]. Les fortes doses d’EB que nous avons utilisé, et plus généralement des PEEs
environnementaux, ont été pertinentes pour identifier un phénotype clair: la dysgénésie
testiculaire. Ces données suggérent que notre modeéle expérimental est isomorphique, il
reproduit une pathologie humaine. Toutefois, les fortes doses provoquent des pertes
cellulaires massives qui engendrent des modifications importantes dans les proportions
relatives entre les différents types cellulaires. Ceci est particulierement vrai dans le testicule
ou les cellules germinales post-méiotiques représentent presqu’1/4 de la population cellulaire.
Cette situation peut provoquer des interprétations fausses car résultant d’une perte cellulaire et
non d’une régulation génique et protéique. En revanche, aux doses plus faibles (0,75-2,5 ug/j)
nous n’observons peu ou pas de modifications cellulaires. Ce sont mes doses que nous avons

choisies pour nos études d’expression.

L’hypospermatogenese chez I’animal adulte exposé pendant la vie néonatale a I’EB, est
caractérisée par une apoptose chronique des cellules germinales testiculaires. Cette apoptose a
¢été identifiée par la fragmentation de ’ADN mais aussi ’augmentation d’expression de
molécules pro-apoptotiques (caspase 3 activée, BAX) et la diminution de facteurs
antiapoptotiques (BCL2, BCLxIl, MCL-1). A notre connaissance, notre travail est un des
premiers a relier I’hypospermatogenése induite par une exposition néonatale a un composé
estrogénique, avec une activation chronique de I'apoptose au sein des cellules germinales via

un déséquilibre de la balance des molécules régulant I’apoptose.

2- Exposition néonatale a ’EB : modéle expérimental pour ’étude de la

programmation développementale d’une pathologie adulte.

Différentes explications pourraient étre évoquées pour expliquer I’hypospermatogenése.
Compte-tenu que l'apoptose qui est observée a 1'age adulte, 1I’exposition aux estrogénes en
période néonatale pourrait programmer le devenir et la fonction des cellules germinales mais

également des cellules somatiques du testicule.
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1) Les cellules germinales les moins différenciées (les spermatogonies) expriment le
récepteur beta des estrogenes (ESR2) qui a un effet antiprolifératif et proapoptotique sur la
maturation des cellules germinales [721]. L'EB pourrait directement affecter la différenciation
des spermatogonies souches [722]. En effet, ’administration de fortes doses (12,5 ug/j) d’EB
entre les jours 5 et 15 apres la naissance diminue le nombre des spermatogonies B et leur
différenciation en spermatocytes pachytenes [722]. Toutefois, nous n’observons pas de
modification du taux de prolifération (par la technique de PCNA) des spermatogonies et des

spermatocytes préleptoténes dans notre modeéle aux doses utilisées (0,75 — 2,5 ug/j).

2) L’EB agirait indirectement sur les cellules de Leydig en régulant négativement la
synthése de testostérone [721]. Si dans notre modéle certaines données vont dans le sens de
cette hypothése (diminution d’expression du géne Star mais pas des autres génes de la
stéroidogenese, résultats non publiés), d’autre vont a I’encontre, (taux de testostérone
plasmatique inchangé, résultats non publiés). De méme, la seule étude montrant une
diminution significative de testostérone plasmatique utilisait de trés fortes doses d’EB (150
pa/j). Un élément pour infirmer ou confirmer cette hypothese serait de mesurer les taux de

testostérone intratesticulaire.

(3) L’EB contrdlerait la prolifération des cellules de Sertoli via ESR2 [723]. Toutefois,
nous n’observons pas de modification d'expression de génes Sertolien (Tubuline beta 3,
AmhR2, Scf; Shbg, Gsto2, Rhox5 et Gpdl, résultats non publiés) aux doses d'EB (0,75-2,5
ug/j) que nous avons utilisées. Il est probable qu'aux doses plus élevéees (supérieures a 2,5
pg/jour) le nombre et la fonction des cellules de Sertoli soit affecté comme indiqué dans un
travail ou les animaux ont été exposés a 12,5 pg/jour d'EB entre les jours 5-15 aprés la

naissance [719].

Une donnée importante est que la mort des cellules germinales survient a 1’age adulte
(principalement les cellules au cours de la méiose —spermatocytes- et les cellules post-
méiotiques — spermatides-) soit ici 90 jours aprés la naissance, alors que 1’apoptose n’est pas
différente des animaux contréles chez les rats immatures (6 jours) ou bien prépubeéres (21 ou
30 jours). Ceci place notre modele dans le contexte de la programmation néonatale d’une
pathologie adulte et du concept de « programming » édicté par D.J. Barker [54]. Dans ce
contexte, nous avons exploré 1’implication de mécanismes de type épigénétique dans notre

modele, c’est-a-dire I’implication de la méthylation de I’ADN a travers I’expression de ses
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enzymes (DNMTSs) et du taux de méthylation de certains genes mais aussi 1’implication des

petits ARNs non codant que sont les microARNS.

3- Programmation développementale de I’hypospermatogenése par I’EB: la

voie miR-29 — DNMTs/MCL-1 — HSF1

Une ¢étude miRNome dans notre modele a montré qu’une vingtaine de miARNs sont
surexprimes dans le testicule adulte. Parmi ceux-ci deux clusters de miARNs (miR-29s et
miR17-92) sont plus particuliérement impliqués dans la mort cellulaire programmeée, ce sont
des apoptomiRs [724]. Comme 1’apoptose est au cceur de la pathologie développée dans notre
modele, nous avons choisi d’étudier ces miARNs (miR-29s, miR-18a appartenant au cluster
miR-17-92).

Dans notre modele expérimental, 1’exposition néonatale a ’EB entraine une augmentation
dépendante de la dose de I’expression de miR-29a, b et c. Ceci est observé uniquement dans
le testicule adulte et non dans le testicule avant la puberté (jours 6, 21, 30). Les augmentations
les plus fortes sont observées pour les miR-29b (46%) et miR-29c (42%) alors que la hausse
du miR-29a (23%) est plus modeste. Au cours du développement testiculaire, le miR-29a est
le plus exprimé (notre étude). A I’inverse, le miR-29b est deux fois plus exprimé dans la
gonade femelle en développement que dans la gonade male, suggérant que miR-29b serait
plus spécifiqguement impliqué dans la maturation des cellules germinales femelles [725]. Nos
résultats suggerent que I’exposition néonatale & I’EB induirait de maniere inappropriée un
programme de « maturation femelle » ou «démasculinisation » via une stimulation de

I’expression de miR-29b au sein des cellules germinales méles.

Les apoptomiRs de la famille des miR-29s seraient responsables de fagon directe ou indirecte

de I’apoptose dans notre modéle.

- Voie directe : miR-29 — MCL-1 —apoptose:

Plusieurs données et résultats soutiennent cette hypotheése : les miR-29s ciblent la
molécule antiapoptotique MCL-1 impliquée dans la voie mitochondriale [726] ; in vitro, dans
une lignée de cellules germinales (GC1), nous montrons que des miR29s synthétiques
diminuent 1’expression de MCL-1 et induisent I’apoptose (cytométrie de flux); enfin,
I’expression de la protéine MCL-1 est diminuée dans le testicule adulte des animaux exposés
aI’EB.
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- Voie indirecte : miR-29 — DNMTs -HSF1 —apoptose:

Les miR-29 pourraient induire I’apoptose en modulant le statut de méthylation de
certains geénes en régulant 1’expression des enzymes responsables. En effet, les miR-29
régulent I’expression des DNMTs sur des tissus humains et murins [725-727]. Dans notre
modele, cette hypothese est suggérée par plusieurs arguments : (1) L’expression des DNMT1,
3A et 3B est diminuée dans le testicule adulte (et non dans le testicule d’animaux plus jeunes).
(2) Le logiciel TargetScan indique que les DNMTSs sont des cibles potentielles des miR-29s.
(3) Ceci est validé in vitro. Nous montrons que la transfection de la lignée GC1 par des
analogues synthétiques de miR-29 induit une diminution d’expression des DNMT3A, 3B. (4)
Cette diminution des DNMTs est fonctionnelle dans notre modele puisque nous observons
une diminution de la méthylation de plusieurs cibles des DNMTs : Hsfl, Line-1, H19,
Cdkn2a, Gstpl, associée a une augmentation de leur expression chez les animaux exposes a
I’EB.

Différentes données de la littérature confortent 1’idée selon laquelle la voie des miR-
29/DNMTs soit impliquée dans I’apoptose des cellules germinales dans notre mod¢le. Ainsi,
plusieurs études ont impliqué la méthylation de I’ADN dans l'effet des perturbateurs
endocriniens sur [’appareil reproducteur femelle (estrogéne DES) [728] ou male
(antiandrogéne vinclozolin) [128]. L’exposition a la vinclozoline pendant la période feetale
entraine une diminution de I’expression de Dnmt3A, Dnmtl et Dnmt3L dans le testicule feetal
(16 jpc) de rats a la génération F1 (mais également F2 et F3), qui se traduit, a I’dge adulte, par
une modification des profils de méthylation du sperme ainsi qu’a une augmentation de
I’apoptose des cellules germinales [128, 729]. Cette étude n’a toutefois pas été totalement
confirmée puisque a la différence de ce qui a été observé pour le testicule embryonnaire, dans
le testicule adulte une augmentation d’expression de DNMT3B et aucune modification de

DNMT3A n’ont été observées [131].

Les enzymes de methylation de ’ADN DNMT3A, 3B et 1 sont fortement impliquées tout au
long de la maturation de cellules germinales [730, 731]. En effet, les souris invalidées pour les
genes Dnmt3A ou Dnmt3L présentent un phénotype d'altération de la spermatogenese qui se
traduit par une diminution du poids testiculaire et une azoospermie [732-734]. Des rats ou
souris exposés a l'age adulte aux inhibiteurs de DNMTs (5'-azacytidine, 5-aza-2'-
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deoxycytidine) présentent une diminution de la fertilité caractérisee par une reduction du

poids du testicule et l'augmentation d'apoptose des cellules germinales [735, 736].

L’invalidation de Dnmt3A/3B spécifiquement dans les cellules souches germinales empéche
ces cellules d’initier une spermatogenése normale (diminution du nombre de spermatides et
de spermatozoides) lorsqu’elles sont transplantées dans un testicule receveur [737] . Enfin,
I’invalidation transitoire de Dnmtl dans les cellules souches germinales induit une apoptose

massive de ces cellules [737].

En aval des DNMTs, le mécanisme d’apoptose ou d’hypospermatogenése pourrait étre une
altération d’expression des éléments transposables (ex. LINE-1). En effet, une chute du taux
de Line-1 entraine une instabilité génomique qui induit 1’apoptose des cellules germinales
[738]. De plus, chez les animaux déficients pour le gene Mael, les éléments LINE-1 ne sont
plus réprimés par méthylation de ’ADN, ce qui induit une augmentation de leur taux de

transcrits associée avec des altérations de la spermatogenese [739].

L’hypométhylation et la surexpression de HSF1 seraient un autre ¢lément d’induction de
I’apoptose dans les cellules germinales. En effet, des souris génétiquement modifiées pour
surexprimer le transgéne HSF1 présentent une infertilitt due a une apoptose des
spermatocytes. HSF1 régule plusieurs partenaires de I’apoptose tels que, des protéines de la
famille Bcl2, TP53, la voie des récepteurs de mort [301]. De plus, HSF1 réprime 1’expression
dans plusieurs genes cruciaux (SOP11, PIWIL2, TDRD1, MOV10L1) pour les spermatocytes
[304]. Ainsi, I’absence de SOPI1 altére I’assemblage des chromosomes et obere la
progression vers le stade zygotene. L'absence d'expression de PIWIL2, TDRD1 et MOV10L1
provoque une levée de la répression des rétrotransposons (principalement LINE-1) ce qui est

associé a une spermatogenése altérée comme nous 1’avions dit plus haut [305, 306, 740].

4-  Programmation développementale de I’hypospermatogenése par ’EB: la

voie miR-18a — HSF2 — HSPA2

Le second apoptomiR que nous avons étudié appartient au cluster miR-17-92, c’est le
miR-18a. Aprés exposition néonatale a I’EB, son expression est augmentée dans le testicule
adulte mais pas dans le testicule pré-pubére (21, 30 jours). Par utilisation du logiciel
TargetScan nous avons identifié des cibles potentielles du miR-18a comme étant la protéine
de choc thermique HSPA2 et son facteur de transcription HSF2. Dans notre modele,

I’expression de HSF2 et HSPA2 diminue dans le testicule adulte (et pas dans le testicule avant
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la puberté). Nous avons validé in vitro cette voie puisque I’incubation d’une lignée de cellules
germinales avec un analogue synthétique de miR-18a diminue I’expression d’HSF2,

d’HSPA2 et induit I’apoptose (augmentation de la caspase-3 activée et cytométrie de flux).

La voie miR18a - HSF2 joue un role clé dans la maturation des cellules germinales [310]. En
effet, l'expression de miR- 18a et HSF2 sont inversement corrélés au cours de la
spermatogenese et l'inhibition de miR- 18a augmente le taux de HSF2, qui est impliqué dans
la maturation et la survie des cellules germinales [310]. Dans notre modéle expérimental,
’altération de la voie miR-18a — HSF2 — HSPA2 contribue au phénotype d'apoptose des
cellules germinales adultes, ce de fagon comparable a celle observée dans les souris invalidées
génétiquement pour HSF2 [307, 308] ou pour HSPA2 KO [232, 741]. MiR- 18a et HSF2 sont
tous deux présents dans les spermatocytes (méiose) pachytenes et spermatides post-
méiotiques rondes [310, 742, 743], les cellules germinales ou le processus de mort cellulaire a

lieu.

Les deux voies miRNA -HSR sont susceptibles d'étre interconnectés. En effet, I’augmentation
de HSF1 associée a la diminution de HSF2 pourraient expliquer la réduction spectaculaire des
niveaux HSPA2. HSF2 en se liant au promoteur d’Hspa2, maintient cette zone de la
chromatine dans un état décondensé (processus appelé "bookmarking") [311]. Ce processus
contribue a maintenir les génes Hsp dans un état compétent pour la transcription de maniére a
permettre une activation rapide et robuste d’HSPA2 lors d’un stress en particulier par
I’intervention du facteur de transcription HSF1 [312]. Par consequent, la diminution du
niveau HSPA2 que nous observons pourrait résulter d'une réduction de HSF2 qui rend HSF1
incapable d'exercer son effet stimulant sur la protéine de choc thermique. En outre, la
diminution de HSPA2 pourrait contribuer a maintenir la surexpression de HSF1. En effet,
HSPA2 est connu pour inhiber HSF1 en se liant directement a son promoteur [277].
L'augmentation de HSF1 que nous avons induite in vitro apres knock-down de HSPA2 dans
les cellules CG1 valide cette hypothese. L’augmentation d'expression de HSF1 dans notre
modele expérimental pourrait résulter non seulement du statut déméthylé de son promoteur,

mais aussi de la baisse du niveau de HSPA2.

5- L’exposition a I’EB a [I’dge adulte induit une hypospermatogenése
reversible

Lorsque nous exposons des rats méles adultes a I’EB, aux mémes doses et pour la méme

durée que les nouveau-nés, nous observons de, facon similaire, une apoptose des cellules
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germinales associée a une dérégulation des voies miR-29s - DNMT - HSF1 et miR-18a -
HSF2 — HSPA2. Alors que ces altérations sont chroniques lors d’une exposition néonatale,
elles sont réversibles, deux mois apres 1’arrét du traitement, lorsque 1’exposition a lieu a 1’age
I’adulte. Nous avions déja identifié un tel phénoméne avec 1’antiandrogéne flutamide [152].
Ces données renforcent I'idée que la période néonatale représente une période critique et
vulnérable menant a la programmation d'une pathologie irréversible chez les adultes. Ainsi,
I'infertilité masculine peut étre maintenant consideérée dans le contexte général de l'origine
développementale de la santé et des maladies (DOHaD) [54, 744]. Le concept de DOHaD
permet d’expliquer comment une exposition précoce au cours du développement influence
I'apparition de la maladie plus tard dans la vie [745]. Ce concept, d'abord proposé par David
JP Barker [54], englobe maintenant les effets de nombreuses expositions sur l'initiation du
cancer, les troubles du développement, les maladies neurologiques et le syndrome
métabolique [746]. Les principaux changements épigénétiques se produisent pendant la
période de foetale/néonatale, ce qui explique que ces phases soient trés vulnérables et qu’elles
puissent potentiellement conduire a la programmation épigénétique de maladie chez I'adulte
[747]. Ceci est suggeéré par plusieurs études [744, 748, 749]. Il convient également de noter
que l'expression d'autres effecteurs épigénétiques telles que les histones méthyltransférases
G9a [115] et le géne polycomb EZH2 (activateur de zeste homologue 2; manuscrit en
préparation), peuvent également étre modifiée dans notre modéle expérimental et étre une

autre voie d’induction de 1’apoptose dans les cellules germinales adultes.

6- MicroARNSs, marqueurs non-invasifs de l’infertilité masculine ?

Dans notre modele expérimental, 1’apoptose des cellules germinales adultes observée
apres une exposition néonatale a ’EB a été clairement liée a la dérégulation de l'expression de
miARNS dans le tissu testiculaire. Dans ce contexte, il était intéressant d’analyser le niveau
des miARNSs dans le plasma pour déterminer si ces molécules pourraient étre de potentiels
biomarqueurs circulants. En effet, ces dernieres années, les miARNSs ont été identifiés dans les
cellules, les tissus mais eégalement dans les liquides extracellulaires tels que le plasma, le
sérum, la salive, l'urine, le sperme, les sécrétions vaginales et le sang menstruel [497, 750,
751]. Les miARNSs circulants présentent plusieurs caractéristiques qui pourraient constituer
les attributs de biomarqueurs: ils sont dosables via des techniques non-invasives, ils sont peu

colteux a quantifier et sont spécifiques de la maladie d'intérét. De plus, la conservation de
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séquence de ces molécules entre I'nomme et les modeles expérimentaux impose les miARNs

extracellulaires comme des candidats idéaux pour des étres biomarqueurs [707].

Les rats adultes exposés pendant la vie néonatale a I’EB présentent des taux élévés de miR-
18a et de miR-29c dans le plasma sanguin. Nous n'avons pas réussi a détecter des
changements chez le rat pour les miR-29a et miR-29b. Il est possible que certains miARN tel
que le miR-29b sont moins stables dans le sang [472]. Ces observations suggerent que la mort
des cellules germinales adultes liée a I'augmentation de I'expression de miR-29 et miR-18a se
reflete dans le plasma sanguin. Il s'agit du premier travail indiquant, apres exposition
néonatale a un xénobiotique, un changement d’expression, chez I’adulte, de miRNA a la fois
dans le tissu et le plasma. Ces données pourraient étre d'un grand intérét a I'égard de
I'utilisation des miARNS circulant comme biomarqueurs pour évaluer la toxicité des produits
chimiques/drogues sur la fonction de reproduction. Dans ce contexte, il nous paraissait
important de mesurer les taux de miARNs chez les patients infertiles. L'infertilité est un
probleme de santé qui affecte 15-24% de couples [22], 60-75 % des cas d'infertilité masculine
sont idiopathiques [752]. Une proportion importante de I'infertilité masculine idiopathique est
accompagné par chute plus ou moins importante du nombre des spermatozoides (oligospermie
modérée a sévere, azoospermie). Les données présentées dans notre travail montrent
clairement, pour la premiére fois, que le taux des miARNs miR29a, b, ¢ et miR-18a sont plus
élevés chez les patients présentant une diminution du nombre de spermatozoides. Toutefois,
alors que les taux circulant de miR-18a et miR-29s sont plus élevés dans le modéle
expérimental et chez les patients oligo ou azoopermiques, des différences sont a noter. Dans
le modele expérimental, les miR-18a et miR-29c semblent étre les biomarqueurs les plus
appropriés. En revanche, chez les patients ce sont les miR-29a, 29c (et dans une moindre
mesure, 29b) qui sont le plus clairement corrélés a la numération des spermatozoides chez
I’homme. Nous ne savons pas a I'heure actuelle les raisons de ces différences. Il est possible
que le transport et la stabilité des miARNSs soient différents chez le rongeur et chez I'homme.
Récemment, une altération des taux de miARNSs a été identifiée dans le plasma séminal et
dans les spermatozoides de patients infertiles [706, 753]. Toutefois, notre travail est le
premier rapport demontrant, dans le plasma sanguin de patients infertiles, une altération du
taux des miARNS.

De plus, nos données expérimentales in vivo et in vitro rapportant une dérégulation de
I'expression des miRNA et de HSPA2, ainsi que les données de la littérature identifiant une

chute de I’expression de HSPA2 dans le plasma séminal de patients infertiles [233, 234]
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fournit des bases pour tenter d'expliquer le meécanisme de certaines
oligospermies/azoospermies chez I'nomme. Ainsi, le miR-18a sanguin pourrait étre le reflet
de I’apoptose des cellules germinales testiculaires liée a un défaut de la voie des protéines du
choc thermique. L'évaluation des niveaux de miARNs dans le plasma pourrait donc étre
utilisé non seulement comme biomarqueurs de diagnostic non invasif de l'infertilité, mais
aussi comme cibles thérapeutiques potentielles. Enfin, 1’identification de la dérégulation des
miR-29s et miR-18a a la fois dans notre modéle expérimental et chez les patients infertiles
suggerent que notre modele animal est isomorphique et pertinent pour l'identification de

nouveaux biomarqueurs dans les maladies humaines.
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V. Conclusion
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En conclusion

Nos résultats indiquent que I’hypospermatogenése due a une apoptose chronique des cellules
germinales observée chez 1’animal adulte aprés exposition néonatale a I’EB met en jeu une
modification d’expression de plusieurs effecteurs épigénétiques clés : miR-29s, miR-18a et

DNMTs.

L’altération de ces effecteurs épigénétiques modifient 1I’expression des protéines impliquées
dans I’apoptose via la voie mitochondriale et le systtme de réponse au choc thermique
(HSF/HSP, facteur de transcription et protéines de choc thermique). Ceci a des répercussions
sur la stabilit¢ du génome et I’expression de geénes important au cours du processus de
spermatogenese. Notre travail démontre pour la premiére fois I’implication des microRNAs
dans la programmation développementale d’une pathologie adulte aprés exposition a un

composé perturbateur endocrinien.

Enfin, nous avons identifiés les miR-29s et miR-18a comme étant des biomarqueurs circulants
non-invasifs de la stérilit¢ masculine dans le contexte d’une oligo ou azoospermie chez

I'hnomme.
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V.Perspectives
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Perspectives

Notre travail a permis, dans le cadre de 1’origine développementale des pathologies adultes,
initialement suggéré pour le syndrome métabolique, d’impliquer d’autres pathologies comme

les pathologies testiculaires.
Ce travail devrait se poursuivre selon les axes suivants:

- Continuer I’identification des différents miRNAs et de leurs cibles impliqués dans le
phénotype de I’apoptose.

- Identifier en amont les causes de la dérégulation de I’expression des miRNAs
(épigénome, transcriptome).

- Caractériser les miRNAs pertinents en tant que biomarqueurs non invasifs et en tant
que cibles thérapeutiques.

- Elargir aux autres petits ARNs non codant par 1’utilisation la technologie de Deep-

sequencing.
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Mycotoxin zearalenone (ZEN) is a cereal contaminant produced by various species of Fusarium fungi.
When interacting with estrogen receptors, ZEN leads to animal fertility disturbances and other repro-
ductive pathologies. Few data are available on the effects of perinatal exposure to ZEN, particularly in
the blood-testis barrier. The aim of this study was to assess the impact of ZEN in adult rats exposed
neonatally. We focused on the expression and cellular localization of major ABC transporters expressed
in adult rat testis, comparing ZEN effects with those of Estradiol Benzoate (EB) neonatal exposure. Dose-
dependent and long term modulations of mRNA and protein levels of Abcb1, Abccl, Abcg2, Abce4 and
Abcc5 were observed, along with Abcc4 protein cellular delocalization. ZEN exposure of SerW3 Sertoli
cells showed modulation of Abcb1, Abce4 and Abce5. Comparison with EB exposure showed similar mod-
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Rat ulation profiles for Abcg2 but differential modulations for Abcb1, Abccl, Abced and Abec5 in vive, and
Sertoli a similar profile for Abcb1 modulation by ZEN and EB, but differential modulation for Abcc4 and Abcc5
Testis in vitro. ZEN and EB effects were inhibited by in vitre addition of the pure anti-estrogen ICI 182.780,

suggesting the art least partial implication of ZEN estrogenic activity in these modulations. These results
suggested that ZEN neonatal exposure could affect the exposure of testis to ABC transporter substrates,

and negatively influence spermatogenesis and male fertility.

© 2013 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Estrogen receptors (ESRs/Esrs) are widely distributed in testi-
cular cells from fetal life through to adulthood, and physiological
estrogens play an important role in spermatogenesis, steroidogene-
sisand in the regulation of the rodent and human male reproductive
function (Carreau et al., 2012). Exposure to endocrine disrupting
chemicals and in particular to xenoestrogens, leads to an increasing
incidence of male reproductive system disorders, i.e. gonadal dys-
genesis, genital malformations, cryptorchidism, decreased fertility
potential and testicular neoplastic changes (reviewed in Delbes

Abbreviations:  ABC, ATP Binding Cassette; ABCB1/Abcbla-b, ATP Binding
Cassette, subfamily B, member 1A-B; ABCC1-5/Abcc1-5, ATP Binding Cassette, sub-
family C, member 1-5; ABCG2/Abcg2, ATP Binding Cassette, subfamily G, member
2; Actb, Actin, beta; BTB, blood testis barrier; DAPI, 4',6’-diaminido-2-phenylindole;
E2, 17 estradiol; EB, Estradiol Benzoate; ESRs/Esrs, estrogen receptors; ESR1/Esr1,
estrogen receptor «; ESR2/Esr2, estrogen receptor 3; Gapdh, glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase; GD, gestational day; PND, post natal day; ZEN, zear-
alenone.
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et al., 2006). Zearalenone (ZEN), a nonsteroidal estrogenic myco-
toxin, is produced by various Fusarium fungi species and commonly
contaminates cereal crops worldwide (Bennett and Klich, 2003).
Animals and humans are exposed to ZEN via the consumption of
cereals and by-products. ZEN is a full agonist of estrogen receptor
« (ESR1) and a partial agonist of estrogen receptor [3 (ESR2). Sev-
eral in vivo studies report its toxicological effect on the reproductive
systems of farm and laboratory animals (Zinedine et al., 2007). In
the male reproductive system, ZEN is responsible for reduced num-
bers of germ and Sertoli cells (Jee et al., 2010; Kim et al., 2003), the
alteration of testis morphological parameters (Filipiak et al., 2009;
Perez-Martinez etal., 1997), abnormal testicular differentiation and
disturbed fertility (Perez-Martinez et al., 1996).

The blood-testis barrier (BTB) consists of Sertoli cells closely
linked by specialized junctions. Sertoli cells and spermatogenic
cells are in close contact, which is primordial for the survival, pro-
liferation and differentiation of the germ cell line (Cheng and Mruk,
2012). The BTB protects developing germ cells against harmful tox-
icants (e.g., drugs, chemicals, environmental toxicants), but permits
the entrance of vital nutrients (e.g., amino acids, nucleosides) (Lui
et al., 2003), allowing the outcome of a normal spermatogenesis
cycle and maintaining fertility (reviewed in Cheng and Mruk, 2012).
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Fig. 1. Localization of Abcb1, Abcg2 and Abccl in testis according to Melaine et al. (2002) with modifications.

Several transporters are involved in the transport of molecules
across the BTB (Bart et al., 2004). Among them members of ATP
Binding Cassette efflux transporters are part of the BTB and play
an important role in protecting germ cells from harmful xenobiotic
substrates (e.g., drugs, phytoestrogens, pollutants) and maintain-
ing the barrier functional. ABCB1/Abcb1 is expressed in Sertoli and
Leydig cells, macrophages, peritubular myoid cells and colocalizes
with tight junctions (Melaine, 2002; Su et al.,2009). ABCG2/Abcg2 is
found in peritubular myoid and endothelial cells (Bart et al., 2004)
and in elongated spermatids (Scharenberg et al., 2009), where it
has secretory functions (Fetsch et al., 2006). Much attention has
been given to ABCC1/Abccl, the ABCC transporter in Sertoli cells,
whereitis highly expressed (Cheng and Mruk, 2012). It is also found
in Leydig and peritubular myoid cells (Bart et al., 2004) (Fig. 1).
The exact localization of ABCC4/Abcc4 and ABCC5/Abcc5 has not
been elucidated, but their role has been highlighted in the mito-
sis and meiosis of germ cells through the transport of nucleotides
essential for these development processes (Wijnholds et al., 2000).
Thus the first objective of this work was to determine the local-
ization of ABCC4 and ABCCS transporters in rat testicular slices by
immuno-histochemistry.

Several studies reported the estrogeno-regulation of ABC trans-
porters (Cao et al., 2002; Evseenko et al., 2007), and we have
previously shown that ZEN was able to modulate their expression
invarious tissues of pregnant rats and in fetus (Koraichi et al.,2012).
Given that neonatal exposure may also be crucial for the develop-
ment of adverse effects of endocrine disruptors (Williams et al.,
2001), we aimed at evaluating the effects of neonatal exposure to
three doses of ZEN on the expression of major ABC transporters in
adult rat testis. A difference in localization could have crucial con-
sequences on substrate transport and germ cell development, so
we also assessed the impact of ZEN on cellular localization. In addi-
tion, we compared this impact to that of a pure estrogen, Estradiol
Benzoate (EB) to explore the implication of the estrogenic activity
of ZEN. Moreover, since Sertoli cells play a crucial role in protecting

germ cells, we evaluated the effects of ZEN and EB on the expres-
sion of ABC efflux pumps in an immature rat Sertoli cell line with
and without a pure anti-estrogen.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents

ZEN was purchased from COGER (Morillons, France). DMSO, Epidermal Growth
Factor, Estradiol Benzoate (EB), Insulin-transferrin-sodium selenite media sup-
plement, ICI 182.780 and Testosterone came from Sigma-Aldrich (L'lsle d'Abeau,
France). The Sodium Pyruvate came from Gibco BRL (Cergy Pontoise, France). The
Rneasy® Mini kit, RNA Cell Protect® Reagent and the QuantiTect® SYBR® Green RT-
PCR kit were provided by Qiagen (Courtaboeuf, France). The Quant-it™ RiboGreen®
RNA Reagent and kit were obtained from Invitrogen (Cergy Pontoise, France).

2.2, Animals

Pregnant Sprague Dawley rats at gestational day (GD)15 (Janvier, Le Genest Saint
Isle, France) were individually housed in temperature-controlled rooms with 12-h
light, 12-h dark cycles and given free access to water and feed. At birth, each pup
was sexed, weighed, and identified. Male pups (~20g body weight) were admin-
istered vehicle (corn oil; MP Biomedicals, lllkirch, France) or ZEN or EB by daily sc
injections from post-natal day (PND) 1 to PND5 at doses of 0, 1,50 or 100 and 0, 0.75,
1.25 or 2.5 pg/day, respectively. From PNDG, the rats were left without treatment
and killed at PND90 by CO; inhalation. One of the testes was snap frozen for quan-
titative molecular analyses, whereas the other was fixed for immunohistochemical
studies. Eight different animals from four different litters were used for each treat-
ment group. This study was conducted in accordance with current regulations and
standards approved by the Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale -
Animal Care Committee (protocol no. 2008-43).

2.3. Cell culture and treatments

The SerW3 Sertoli cell line (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig, Germany) from 17-day-old male Wistar rats,
was maintained in Dulbecco’s modified Eagle medium (Gibco BRL, Cergy Pontoise,
France) containing 10% fetal calf serum (FCS, Gibco BRL) and 1% antibiotics (peni-
cillin and streptomycin), at 35°C as described previously (Pognan et al., 1997).
To examine the effects of ZEN and EB, SerW3 Sertoli cells were cultured for 72h
in the presence of FCS. The cells were washed twice with serum free DMEM
and incubated for 12h in serum free Dulbecco’s medium (SFDM) composed of
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Table 1
Sequences and concentrations of oligonucleotide primers and amplicon length.

Gene (GenBank accession number) Primer sequence (5'-3")

Primer concentrations (nM) Amplicon length (bp)

Gapdh (NM017008) NP (Rn_Gapd_1.SGQuantiTect Primer Assay’) FP500 149
RP500

Actb (NM031144) NP (Rn_Actb_1_SGQuantiTect Primer Assay*) FP500 145
RP500

Abchla (NM133401) NP (Rn_Abcb1_2_SGQuantiTect Primer Assay™*) FP500 112
RP500

Abcblb (NM012623) FP ATGAAACTGCCCCACAAATT FP500 155
RP CTTTCTGTGTCCAAGGCTGA RP500

Abcg2 (NM181381) NP (Rn_Abcg2_1_SGQuantiTect Primer Assay*) FP500 87
RP500

Abccl (NMO022281) FP CGAATGTCCTCTGAGATGGAGAC FP400 138
RP CTCTACACGGCCTGAATGGG RP400

Abccd (NM133411.1) FP TGCACACAGCTTACGGCTAC FP250 146
RP GAGAGCCTTCCGGTAAATCA RP250

Abcc5 (NM053924.1) FP CCGAGTTGAGGGTCTTTCC FP250 133
RP CTGGTGCTTGGTGGTGGT RP250

NP, not provided by the manufacturer; *, Qiagen product designation; FP, forward primer; RP, reverse primer.

2 St-Pierre et al. (2004).

DMEM-antibiotics supplemented with Epidermal Growth Factor (10 ng/ml), insulin
and transferrin (10 pg/ml), selenium (10 ng/ml), and testosterone (100 nM). ZEN and
EB were diluted in DMSO stock solution and added in fresh SFDM medium. The cells
were then exposed to three concentrations of either ZEN (0, 0.1, 5, and 10nM) or EB
(0, 0.05, 0.1 and 0.2 nM) for 48 h. The cells were immediately collected in RNA Cell
Protect Reagent for mRNA quantification experiments and lysed for protein expres-
sion analyses by western blotting. For ZEN, the doses were 103-107 times lower than
the EC50 determined in preliminary experiments while no cytotoxicity was reached
for EB in the range of doses tested (0-100 p.M) (data not shown). Pure anti-estrogen
1CI 182.780 was used to determine the implication of ZEN estrogenic activity in the
modulation of ABC transporter mRNA expression. Cells were pre-exposed for 1h
to ICI 182.780 (0.1 and 10 M), and then exposed to a mix of ZEN (10nM) and ICI
(0.1 and 10 M) or a mix of EB (0.2nM) and ICI (0.1 and 10 nM) according to the
same protocol described above. The highest doses of ZEN and EB (10 nM and 0.2 nM,
respectively) were used in this test, because they corresponded to the doses where
the mRNAs expressions of all the ABC transporters were significantly modulated.

2.4. Immunohistochemical localization of ABC transporters in PND90 rat testis

Testis were immediately fixed for 48 h in Bouin's fluid, dehydrated stepwise in
graded ethanol baths and embedded in paraffin. Testis fixed in Bouin’s fluid were
then cut into 5 wm thick slices.

An unmasking treatment with citrate buffer was performed to localize the ABC
transporters in the adult rat testis; the sections were incubated for 10 min in PBS
0.1% Triton X-100 at room temperature, then in PBS-5% FCS-1% protease inhibitor
cocktail (Sigma, St. Louis, MO) for 30 min. The sections were incubated 1h at room
temperature and subsequently overnight at 4°C with primary antibodies anti Abcc4
(SAB2500011; Sigma, St. Louis, MO) and anti Abcc5 (sc 5780; Santa Cruz Biotech-
nology, Inc., Santa Cruz, CA) diluted at 1:50. The sections were then washed three
times in PBS 0.1% Triton X-100 and incubated for 1 h at room temperature with fluo-
rescein isothiocyanate (FITC), rabbit anti-goat (Dako, Glostrup, Denmark) diluted
at 1:50. Afterwards, the sections were washed in 1 x PBS and counterstained with
mounting medium containing 4',6'-diaminido-2-phenylindole (DAPI).

2.5. Total RNA isolation, integrity and quantification

Testis and SerW3 total cell RNA were isolated and purified with the Rneasy® Mini
Kit according to the supplier’s instructions. All extractions were performed with a
DNA elimination step. RNA integrity was verified by 1% agarose gel electrophoresis.
Total RNA was quantified with the Quant-it™ RiboGreen® RNA Reagent and kit
according to the manufacturer’s protocol.

2.6. Reverse transcription-quantitative PCR (RT-gPCR)

RT-qPCR was performed in an Mx3000 cycler (Stratagene, Amsterdam, the
Netherlands), using the SybrGreen dye (Molecular Probes, Leiden, the Netherlands)
and the Two Step® protocol of the QuantiTect SYBR Green RT-PCR kit according to
the manufacturer’s instructions. Briefly, 1 .g of total RNA was converted to cDNA
by reverse transcription with the QuantiTect® Reverse Transcription Kit. Diluted
cDNAs were then amplified in a total volume of 20 .l using the QuantiTect SYBR®
Green PCR Kit. mRNA levels of each test gene were normalized to two reference
genes, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Capdh), and Actin, beta (Actb).
PCR cycling conditions were optimized and PCR slopes and efficiencies were calcu-
lated for each gene to allow efficiency-corrected quantitation (Pfaffl, 2001). Specific
primers for Gapdh, Actb, Abchla and Abcg2 were provided by Qiagen (confidential
sequences). Published primer sequences were used for Abccl (St-Pierre et al., 2004).

Abcb1b, Abeed and Abece5 forward and reverse primers were designed with Primer3
(v. 0.4.0)® software (Table 1). Sequences were chosen to span exon-exon bound-
aries in order to avoid amplification from possible DNA contamination. Reactions
‘were carried out in duplicate. Primer sequences, concentrations and product sizes
are indicated in Table 1. The cycling parameters were as follows: PCR activation for
10min at 95°C; denaturing for 15s at 95°C; annealing for 60s at 60°C (55°C for
Gapdh, Actin 8, Abcb1b and Abcg2) for 40 cycles, and extending for 30s at 72-C.

Primer pair specificity was tested at the end of every run by melting curve anal-
ysis, and amplification specificity was confirmed by electrophoresis in a 2% agarose
gel. After GelRed™ (Biotium, Hayward, USA) staining, visualization under Ultra
Violet light showed a single band with the expected size for each gene.

2.7. Western blot analysis

Frozen testicular tissue was ground in liquid nitrogen to obtain tissue pow-
ders. Aliquots of powder and SerW3 cells were lysed and homogenized in ice
cold SLB buffer (Tris 20mM, NaCl 138 mM, KCl 2.7mM, MgCl, 1mM, glycerol
1mM, Nonidet 1%, pH 8), supplemented with protease inhibitor cocktail, com-
plete Ultra Tablets, Mini, EASY PACK (1 tablet/10 ml) (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany). Extracts were incubated for 30 min on ice, then centrifuged at 12,000 x g
for 30 min at 4°C. Supernatants were removed and protein concentrations were
determined by the colorimetric method using bicinchoninic acid (Smith et al.,
1985). Lysates were diluted in lysis buffer, and then loading buffer was added
and heated at 70°C for 10 min. 15-20 g of each sample was resolved on 8% SDS-
PAGE and transferred to PVDF membrane in transfer buffer (Tris-glycine 1X, pH
8.5 containing 20% methanol). The transfer was performed at a constant voltage
of 100V for 1h for low molecular weight proteins and 2h for high molecular
weight ones. Membranes were blocked in TBS 0.05% Tween supplemented with
5% nonfat milk on a rocker at room temperature for 2 h. Incubation with pri-
mary antibodies was performed overnight at 4°C raised against Abcb1 (Calbiochem
(€219, 517310/1:100, Darmstadt, Germany), Abccl (Santa Cruz sc-13960/1:500,
Santa Cruz, CA, USA), Abcc4 (Abcam, ab77184/1:200, Cambridge, UK), Abce5 (Santa
Cruz sc-sc-5781/1:200, CA, USA), Abcg2 (Santa Cruz sc-25822/1:1000) and Actb
(Sigma-Aldrich A5060/1:10000, Lyon, France). Then, membranes were incubated
with secondary horse-radish peroxidase labeled antibodies: rabbit polyclonal anti
mouse (Abcam ab97046/1: 5000), goat anti rabbit (Santa Cruz sc-2004/1: 5000) and
rabbit polyclonal anti goat (Abcam ab6741/1:5000). The bands were detected using
achemiluminescence Pierce® ECL Western Blotting Substrate kit (Thermo Scientific,
Saint Herblain, France) and visualized by the Molecular Imager® ChemiDac™ XRS+
imaging system (Bio-RAD), and quantitation was carried out with Image Lab™ soft-
‘ware (Bio-RAD, Marnes-la-Coquette, France). Protein expression was normalized to
Actb.

2.8. Data analysis

Comparisons of protein expression were performed with the Student’s r-test. A
p value of 0.05 was taken to be significant. The MxPro™ q PCR Software, version
4,10, was used to analyze the mRNA expression data. The relative expression ratios
of the target genes were calculated based on the efficiencies and quantification cycle
(Cq)deviations of unknown samples versus controls, and expressed in comparisonto
reference genes. These calculations were performed with the relative gene expres-
sion software tool REST-MCS B version 2 (Pfaffl et al., 2002). Differences in mRNA
expression between controls and exposed samples were tested for statistical signif-
icance by the Pair Wise Fixed Reallocation Randomization Test (REST-MCS [ version
2 Software) (Pfaffl et al., 2002). A p value of 0.05 was taken to be significant.
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Fig. 2. Immunohistochemical localization of Abcc4 and Abcc5 in PND 90 rat testis and the effect of the 100 pg/kg/day dose of ZEN on Abcc4 cellular localization. Localization
of Abce5 (A), Abecd (B) and the effect of ZEN on Abcce4 localization (C) in adult rat testis was performed as described in Section 2 with FITC antibodies counterstained with
DAPI to reveal nuclei. ABC transporters are expressed both in the interstitial compartment: Leydig cells (white arrows), peritubular myoid cells (blue arrows), endothelia of
blood vessels (red arrow), and in seminiferous tubules: Sertoli cells (yellow arrow), spermatocytes (orange arrows) and round spermatids (gray arrows). Scale bar=25 pm.
(For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

3. Results

3.1. Immunohistochemical localization of Abcc4 and Abcc5 in
PND 90 rat testis and the effect of a 100 pg/kg/day dose of ZEN on
Abcc4 cellular localization (Fig. 2)

Localization of ABC transporters was performed in adult rat
testis by immunofluorescent microscopy assay. As shown in Fig. 2A,
Abcc5 was widely expressed in rat testes and was localized in Ser-
toli, Leydig, peritubular myoid cells and endothelia of blood vessels.
No difference of transporter localization was observed in the testis
of adults neonatally exposed to ZEN for Abcc5, Abcb1, Abccl and
Abcg2 (data not shown).

The highest dose of ZEN (100 jLg/kg/day) caused a delocaliza-
tion of the Abcc4 protein in the testis of adult rat neonatally treated
with ZEN. Without ZEN exposure, Abccd was essentially localized
in Leydig and peritubular myoid cells and was also found in the
site of spermatocytes and spermatids (Fig. 2B). After ZEN treat-
ment, Abcc4 was almost exclusively localized in post meiotic cells:
spermatocytes and round spermatids (Fig. 2C).

3.2. Effects of ZEN and EB on the mRNA and protein expression of
ABC transporters in PND 90 rat testis (Fig. 3)

The three doses of ZEN strongly inhibited mRNA expression
of both Abcbla and Abchlb (2.0, 4.2, 2.5 and 9, 10, 6.7-fold
decrease, respectively) while only the highest dose of EB signifi-
cantly down-modulated the mRNA of Abcbla (1.8 fold decrease)
(Fig. 3A). Modulation of protein expression did not follow that of
mRNA. The low and medium doses of ZEN induced Abcb1 protein
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expression (1.6, 1.5-fold induction) while the highest dose signifi-
cantly inhibited it (1.7-fold inhibition). Different effects were noted
for EB: the medium and high doses strongly inhibited Abcb1 pro-
tein expression (3.1 and 3.7-fold decrease, respectively). This effect
was correlated to mRNA modulation only for the highest dose.

Abccl mRNA and protein were inhibited 2, 2.1 and 1.6 and 1.8,
1.5 and 1.2-fold by the three doses of ZEN, respectively, whereas
only protein expression was inhibited by the medium and high dose
of EB (2.6, 1.8-fold decrease, respectively) (Fig. 3B).

ZEN and EB significantly induced mRNA expression of Abcc4 (at
the three doses for ZEN: 1.8, 1.9 1.7-fold increase, and at the two
highest ones for EB: 1.4 and 1.5-fold increase) (Fig. 3C). Contrary
to mRNA expression, ZEN and EB down-modulated Abcc4 protein
expression at all doses (1.8, 2.5, 1.2 and 1.2, 2.3, 2.3-fold decrease,
respectively), although the inhibition at the lowest EB dose was not
statistically significant.

ZEN slightly induced Abcc5 mRNA expression at 50 and
100 pg/day (1.6 and 1.7-fold increase, respectively), while EB
strongly induced it at all doses (3.1, 3.1 and 3.2-fold inductions)
(Fig. 3D). For ZEN, the modulation of protein expression was con-
trary to that of mRNA for the low and medium doses (1.6 and
1.3-fold decrease, respectively) but no significant effect was noted
at the highest dose. Contrary, to ZEN, EB up-modulated Abce5 pro-
tein expression 1.7-fold but only at the highest dose.

Both ZEN and EB significantly down-modulated mRNA expres-
sionof Abcg? atall doses (1.4,2.0 and 1.8-fold inhibition for ZEN and
1.2, 1.6 and 1.3-fold decrease for EB) (Fig. 3E). The two substances
also inhibited Abcg2 protein expression at the three doses for ZEN
(1.4, 1.8 and 1.3-fold decrease), and the medium and high doses for
EB (1.3 and 1.6-fold decrease).
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3.3. Effects of ZEN and EB on the mRNA and protein expression of
ABC transporters in the SerW3 rat Sertoli cell line (Fig. 4)

ZEN and EB significantly induced mRNA
expression of Abchla at medium and high doses for ZEN (1.9
and 1.5-fold increase) and at the highest dose for EB (1.7-
fold increase) (Fig. 4A). For Abcb1b, only EB slightly inhibited
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Fig. 3. (Continued ).

ZEN induced both mRNA (1.4, 1.3 and 1.6-fold increase) and pro-
tein expressions (2.9, 2.1 and 1.8-fold induction) of Abcc4 at the
three doses, while EB only induced mRNA at the highest dose (1.4-
fold increase) butinduced protein expression at the two other doses
(2.0 and 2.5-fold increase, respectively) (Fig. 4C).

All doses of ZEN and the medium and high doses of EB signifi-
cantly induced the expression of Abcc5 mRNA (2.0, 2.7 and 6-fold
increase, and 1.8 and 2.6-fold increase, respectively) (Fig. 4D).
Concordance between ZEN and EB effects and between mRNA
and protein expression modulation only occurred for the doses of
media (1.2 and 1.4-fold protein inductions). ZEN also modulated
the mRNA and protein expression of Abcc5 in the same way for
the highest dose (1.5-fold protein induction) but inhibited its pro-
tein expression at the lowest dose (1.6-fold decrease) rather than
inducing it. A completely inverse effect was noted for EB, where the
lowest and highest doses induced the protein expression of Abcc5
1.6-fold and inhibited it 1.4-fold, respectively.

3.4. Effect of the pure anti-estrogen ICI 182.780 on the mRNA
modulation of expression of the highest doses of ZEN and EB in the
SerW3 rat Sertoli cell line (Fig. 5)

10nM ZEN and 0.2 nM EB effects on mRNA expression of Abcla-
b, Abcc4 and Abcc5 reproduced those observed in Fig. 3 with the
following magnitudes: Abcb1a +1.4, Abcc4 +1.8 and Abce5 +4.0 fold
change for ZEN and Abcbla +1.6, Abcblb —1.7, Abccd +1.8 and
Abcc5 +1.5 fold change for EB. Exposure of SerW3 cells to both
doses of ICI 182.780 reversed both ZEN and EB mRNA modulations
of expression of all the ABC genes tested.

4. Discussion

Numerous studies have evaluated the in utero exposure effects
of xenoestrogens on the male reproductive tract (Thuillier et al.,
2003; Wilcox et al., 1995; Yasuda et al., 1985), while a grow-
ing number of publications demonstrate growing interest in the
neonatal exposure effects of such molecules (Williams et al., 2001).
Indeed, the latter window of exposure is particularly critical since
it is now well known that BTB assembly begins and ends at the
neonatal stage (Toyama et al., 2001). The BTB is one of the tight-
est blood-tissue barriers in the mammalian body and protects
the germ cells to ensure the establishment of normal spermato-
genesis. Environmental toxicants induce testicular injury via their
initial actions at the BTB to elicit subsequent damage through germ
cell loss, reduced sperm count, and male infertility or subfertility
(Toyama et al., 2001). ABC Efflux pumps present at the BTB regulate
the entry of such harmful molecules and thus actively participate
in the protective role of the BTB.

We therefore aimed to assess the effect of the ZEN xeno-
estrogen on ABC transporter expression in adult rat testis after
neonatal exposure. Endocrine disruptors inducing differential
effects according to exposure dose, we evaluated the effect of
three doses of ZEN: low (1 ug/day), medium (50 pg/day) and
high (100 p.g/day). The lowest dose was in the range of the No
Observed Effect Level of 10 pg/kg b.w. determined in sow, consid-
ering that this species is more vulnerable to ZEN toxicity than
rodents (Zinedine et al.,, 2007). As the in vivo effect of ZEN on
ABC transporter expression was evaluated some time after expo-
sure, and to confirm that ZEN was effectively responsible for the
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Fig. 4. The effect of ZEN and EB on mRNA and protein expression of ABC transporters in the SerW3 Sertoli rat cell line. The mRNA expression of the target genes, determined
by RT-qPCR, was normalized to the level of Actb and Gapdh and expressed relative to controls. Controls were set at 1 (dotted line). The protein expression of the target genes,
determined by western blotting, was normalized to the level of Actb. Significantly different from the control group *p<0.05; **p<0.01; ***p <0.005. Measurements were
carried out in triplicate wells. Data are means of +£S.D. from 3 independent experiments. Control [J, 0.1 nM O, 5nM B and 10 nM ® for ZEN and 0.05nM O, 0.1 nM B and

0.2nM m for EB. A, Abcb1; B, Abccl; C, Abced; D, Abec5.

modulations observed in adulthood, we also evaluated its effect
in vitro. Sertoli cells play a number of roles in testis, ranging from
mechanical support of the seminiferous tubules to functional reg-
ulation of spermatogenesis. They are the main component of the
BTB and play a key role in its protective function. ABC efflux trans-
porter expression in these cells contributes to their protective role
by extruding their harmful substrates out of the testis. We chose

to evaluate ZEN effects in the SerW3 rat Sertoli cell line, which has
approximately the same ABC transporter expression profile as Ser-
toli cells in vivo (Leslie et al., 2005). The non-transformed SerW3
cells represent a good model for early neonatal exposure experi-
ments. Indeed, they are derived from 17-day-old male Wistar rats,
which is the earliest age allowing the isolation and successful cul-
ture of Sertoli cells (Pognan et al., 1997).
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Fig.5. The effectof IC1 172186 on ZEN and EB mRNA modulation of ABC transporters in the SerW3 Sertoli rat cell line. The mRNA expression of the target genes, determined by
RT-qPCR, was normalized to the level of Actb and Gapdh and expressed relative to the following controls: DMSO, IC1 0.1 M and ICI 10 .M. Controls were set at 1 (dotted line).
Significantly different from control group *p <0.05; **p<0.01; ***p <0.005. Measurements were carried out in triplicate wells. Data are means of £5.D. from 3 independent

experiments.

Firstly, we localized these transporters in the testis of young
adult rats. To our knowledge, the localization of Abcc4 and Abcc5
in rat testis has not been described up to now. We found that
Abcc5 had a wide cellular distribution and was found in Sertoli,
Leydig, peritubular myoid cells, and in blood vessels. Without ZEN
exposure, Abccd was essentially localized in Leydig and peritubu-
lar myoid cells, and was also found in the site of spermatocytes
and spermatids. The Abcc4 presence in Leydig cells confirmed
the role of this efflux pump in testosterone production (Morgan
et al., 2012). After ZEN treatment, Abcc4 was almost exclusively
localized in post meiotic cells. Given the role of Abccd in the
nucleotides transport and the detoxification process, its delocal-
ization may play a role in countering the gametogenesis process
alteration and the germ cell apoptosis caused by ZEN exposure
(Yuan et al., 2010). Indeed, Tagami et al. (2010) showed in the
Human Retinal vascular Endothelial cells that ABCC4 knockdown
was responsible for apoptosis suppression, suggesting a relation-
ship between the apoptosis phenomenon and Abcc4 regulation of
expression. Otherwise, the drastic decrease of Abcc4 expression
in the Leydig cells after ZEN treatment (Fig. 2C) could cause an
impairment of gametogenesis and a reduction of testicular testos-
terone production as described by Morgan et al. (2012) in Abcc4
null mice.

Secondly, we showed a dose-dependent and long term modu-
lating effect of ZEN on the mRNA and protein expression of ABC
transporters in adult rat testis. Acute ZEN exposure in vitro also
resulted in the modulation of ABC transporter expression, con-
firming the implication of ZEN in the in vivo effects.

Since Esrl and Esr2 are expressed in rat testis and in SerW3
cells (with a similar profile, data not shown) as described in vivo
(Shughrue et al., 1998), we compared ZEN effects to those of the
pure estrogen EB to evaluate the implication of estrogenic activity
in transporter modulation. ZEN and EB had a similar modulation
profile for Abcg2 in vivo (no expression of Abcg2 in SerW3 cells), but
differentially modulated the expression of Abcb1, Abced and Abcec5,
both in vive and in vitro. For Abcg2, mRNA and protein modula-
tions of expression were correlated for both molecules, suggesting
a transcriptional mechanism. This result is in accordance with

previous works that have shown the transcriptional regulation of
the Abcg2 gene by estrogens. Indeed, the promoter region of the
ABCG2 gene was shown to contain functional estrogen response
elements (Ee et al., 2004). Several studies have highlighted the
estrogeno-regulation of the ABCGZ2 gene. Yasuda et al. (2006)
demonstrated the induction of both mRNA and protein expres-
sion of the ABCG2 gene in BeWo cells by E2, estrone and estriol.
Zhang et al. (2006) reported the induction of ABCG2 mRNA by E2 in
ESR1 positive MCF-7 cells. In addition, a recent study demonstrated
that the selective estrogen modulator toremifene down-regulates
the expression of ABCG2 (mRNA and protein) in the ESR1 positive
MCF-7 cell line (Zhang et al., 2010).

ZEN and EB differentially modulated mRNA and protein expres-
sions of Abcb1, Abcc4 and Abec5. This discordance might be related
to the implication of epigenetic modifications through microRNAs
(miRNAs). miRNAs are short, non coding RNAs that control the post-
transcriptional expression of target genes. They interact with the
3’-untranslated region leading to translation inhibition and/or RNA
cleavage. Recently, Borel et al. (2012) demonstrated experimen-
tally the implication of several miRNAs in the regulation of ABCC1,
ABCC4 and ABCC5 expression in liver. Another work showed that
neonatal administration of EB to male rats modulated miR-29a and
miR-29b expression in testis (Meunier et al., 2012). TargetScanHu-
man software predicted the latter to control Abcbla-b expression.
Thus, similarly to EB, ZEN could modulate the expression profile
of miRNAs and be responsible for differences of mRNA and protein
expression.

Additionally, differences between ABC expression modulations
observed for Abch1, Abccl, Abcc4, Abec5 respectively induced by
ZEN and EB could be explained by the range of doses used in
this study. Competitive receptor-binding and yeast-based reporter
gene assays showed that ZEN had low estrogenic potency when
compared to estrogens (Takemura et al., 2007). In the present work,
doses chosen for ZEN exposure were based on these studies and
were thus higher than EB ones, but estrogens and endocrine dis-
ruptors can have U or inverted U shaped dose-response curves
and this could explain different biological effects, depending on the
exposure dose. This type of effect has been extensively described
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for endogenous hormones and endocrine disruptors (for review,
see Vandenberg et al., 2012).

Except Abccl, mRNA modulations were comparable between
ZEN and EB, suggesting an estrogenic effect. This was confirmed
in vitro by fulvestrant (ER-mediated transcription inhibitor) which
totally reversed these modulations, showing the implication of ZEN
estrogenic properties at transcriptional level.

The effect of ZEN and EB on Abcc1 expression was absent in vitro,
suggesting that the effect of ZEN on Abccl was probably not estro-
genic. Indeed, data on the regulation of Abccl are scarce and no
study has yet demonstrated its regulation by estrogens (Elali and
Hermann, 2012). Dean (2009) related that Abcc1 expressionis mod-
ulated by redox compounds. Indeed, oxidative stress was recently
identified as factor regulating ABC transporter expression (at the
blood-brain barrier, Patak and Hermann, 2011), and this has par-
ticularly been described for stress induced by hypoxia (Du Souich
and Fradette, 2011). Jilani and Lang (2013) have demonstrated
that exposure of human erythrocytes to ZEN triggered suicidal cell
death, with exposure of phosphatidylserine at the erythrocyte sur-
face, and binding to phosphatidylserine receptors on the surface
of macrophages. This may induce inflammation and activation of
the stress response because, as a rule, the phagocytic cells which
engulf and degrade the affected red blood cells locally produce
03-, which activates NF-kB and JNK, thereby leading to increased
production of TNFa, IL-6, and other pro-inflammatory mediators
known to activate the hormonal stress response (Zapulla, 2008).
Eventually stimulation of red blood cells suicidal death leads to ane-
mia, with consequent hypoxia and chronic activation of the stress
response, unless the enhanced loss of erythrocytes is compensated
by similarly enhanced formation of new erythrocytes (Lang and
Qadri, 2012). In this context, we can hypothesize that the biochem-
ical transformations elicited by ZEN may promote stress response
and hypoxia and participate to ABC transport modulation in our
model. Strikingly, erythrocytes are not only responsible for O, and
CO, transport, but also involved in ATP release through ABC trans-
porters in response to a brief period of hypoxia and hypercapnia
(Bergfeld, 1992). Recent studies also put in evidence the role of
hypoxia in secondary impairment of testicular function (Bomhard
and Gelbke, 2013).

Consequences of such modulations on long term susceptibil-
ity to xenobiotic toxicity are difficult to estimate. For example, the
induction of Abcb1 protein by ZEN at 1 j.g/day could enhance its
efflux of harmful xenobiotic substrates in Sertoli cells and hence
protect the germline, whereas its inhibition at a dose of 100 pg/day
could overexpose the germ cells to toxicants. The dose-dependent
effect of ZEN complicates the evaluation of human risk since food
intake of ZEN varies according to the type of food ingested and the
level of Fusarium contamination.

5. Conclusion

Our results showed for the first time that neonatal exposure to
ZEN was responsible for dose-dependent and long term modula-
tions of mMRNA and protein levels of major ABC efflux transporters,
and of a cellular delocalization of Abcc4 in the adult rat testis. Com-
parison with EB showed similar profiles of modulation for some
transporters and differential modulations for others both in vive
and in vitro. The results of the pure anti-estrogen ICI 182.780 test in
SerW3 cells suggested that the estrogenic activity of ZEN is at least
partially involved in the modulation of Abcb1, Abcc4, and Abcch.
Further investigations are needed to elucidate the exact mechanism
by which ZEN acts on ABC transporter regulation, and evaluate the
consequences of Abccd protein delocalization in the testis. How-
ever, modifications of ABC transporter expression and localization
at the BTB in a critical window of development and matura-
tion could disturb physiological development processes such as
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spermatogenesis, and enhance the access of drugs, environmen-
tal molecules and other xenobiotic toxicants to the testis, thereby
promoting the development of reproductive disorders, cancers and
infertility.
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STUDY QUESTION: Does BCAR4 have a role in mammalian embryo development?

SUMMARY ANSWER: Expression, localization and functional data support that BCAR4 is a maternal-effect protein in non-rodent
mammals.

WHAT IS KNOWN ALREADY: BCAR4 was previously identified as an oocyte-specific gene in cattle, and as a marker of certain breast
tumors in humans.

STUDY DESIGN, SIZE, DURATION: Human oocytes were obtained from patients undergoing IVF, but had failed to mature after
ovarian stimulation. Dog cocytes were obtained from ovariectomized bitches. Pig, horse and bovine ovaries were obtained from commercial
slaughterhouses for extraction of immature oocyte—cumulus complexes. In vivo matured bovine matured oocytes were obtained after ovu-
lation induction and ovulation inducing treatment of Montbeliard heifers.

MATERIALS, SETTING AND METHODS: Expression at the RNA level was analyzed by reverse transcription coupled to polymerase
chain reaction. Western blot and immunolabeling coupled to confocal or electronic microscopy were used to analyze bovine protein expres-
sion and intracellular localization. For the functional approach, short-interfering RNA were microinjected into mature bovine oocytes, fol-
lowed by IVF; cleavage and embryo development were recorded.

MAIN RESULTS AND THE ROLE OF CHANCE: The BCAR4 gene is conserved in mammalian species from various orders and has
been lost in rodents after divergence with lagomorphs. The transcript is expressed in the oocytes of humans and domestic species. We bring
the first experimental evidence of the BCAR4 protein in mammals. In cattle, the protein is not detected in immature cocytes but starts to be
synthesized during maturation, increases in the zygote and persists until the morula stage. The protein is detected throughout the cytoplasm
in mature oocytes, concentrates in and around the pronuclei in the zygote, and appears to shuttle in and out of the nuclei starting in the 2-cell
embryo; BCAR4 is also present at the junctions between blastomeres from 2-cell to morula. In our functional approach, targeting the BCAR4
transcript by small-interfering RNA significantly compromised development to the morula or/and blastocyst stages (P << 0.05, logistic regres-
sion).

LIMITATIONS, REASONS FOR CAUTION: As indicated above, protein expression and function were investigated in cattle and
mostly in vitro matured oocytes were used.

© The Author 2012. Published by Oxford University Press on behalf of the European Society of Human Reproduction and Embryclogy. All rights reserved.
For Permissions, please email: journals.permissions@oup.com
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WIDER IMPLICATIONS OF THE FINDINGS: This study provides a novel candidate gene whose mutation or deregulation may

underlie certain cases of unexplained female infertility.

STUDY FUNDING/COMPETING INTEREST(S): This work was sponsored by grants from the French Ministry of Research
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Introduction

Despite improvements in assisted reproduction technologies, ~ 5%
of couples remain unable to conceive a child without identified
causes and are diagnosed with idiopathic infertility (Matzuk and
Lamb, 2002). For a subset of them, fertilization does not appear
affected, but fertilized eggs are unable to proceed through the early
stages of preimplantation development. This observation incriminates
oocyte quality, due to the essential role of maternal factors during this
period when the embryo relies mostly on maternal transcripts and
proteins. In this context, the so-called maternal-effect genes should
draw particular attention. They are genes transcribed in the oocyte
whose products (RNA or proteins) are not necessary for normal
ovarian function and fertilization, but are indispensable for embryo de-
velopment. It appears likely that mutations in some of these genes
underlie certain cases of unexplained infertility in women. Some of
these studies are mentioned below. Polymorphisms in the MATER
(Maternal Antigen That Embryos Require) gene are being investigated
in a cohort of women with reduced number of two pronuclei embryos
and a poor embryo quality ((Gustofson et al., 2005) and ClinicalTrial.
gov identifier NTC00361816). Indeed, following initial identification
of MATER as a human autoantigen associated with premature
ovarian failure (Tong et al, 2000b), the essential role of Mater in
embryo development was demonstrated using knockout mice:
oocytes from homozygous null females are owulated and fertilized,
but the resulting embryos fail to develop beyond the 2-cell stage
(Tong et al., 2000a). Formin-2 (Fmn2) has also been investigated as a
candidate gene for unexplained infertility in woman. The Fmn2
protein is indispensable for the migration of the metaphase spindle
and the formation of the first polar body (Leader et al., 2002); fertil-
ization of murine ococytes deficient in Fmn2 produced polyploid
embryos resulting in pregnancy loss and subfertility in Fmn2 ™/~
females. An additional study that was designed to characterize the
human gene and to search for mutations in women displaying unex-
plained infertility and multiple failed IVF cycles could not identify a
causative mutation among seven patients (Ryley et al., 2005).

These two examples illustrate how transgenic mice have been a
useful and elegant approach to identify and
maternal-effect genes in mammals (Li et al, 2010). Many of these
are conserved in the human genome. However, it should be kept in
mind that the mouse should not be the sole model to uncover

characterize

genes important for embryonic development. Indeed, mouse
embryo preimplantation development displays very specific features.
Major genome activation occurs as early as the 2-cell stage while it
is delayed in most other species, up until the 4/8-cell transition in
humans and 8/16-cell transition in bovine (Camous et al., 1986;
Braude et al, 1988; Telford et al., 1990). Thus, maternal factors are
expected to support development through several cell cycles in

these species. The timing of compaction, when the cells become
polariszd and adherens junctions form between them, occurs also at
different stages relative to embryo development. It occurs in 8-cell
mouse embryos, whose blastomeres all have an outward facing
apical domain, while 16- and 32-cell human and bovine embryos
already display external and internal cells when compaction occurs
(Krupinski et al, 201 1). Other similarities in oocyte maturation and
embryo development between humans and bovine have been
reviewed (Menezo and Herubel, 2002; Krisher, 2012). They include
the chronology of meiotic maturation, embryo development and im-
plantation, the organization and dynamics of the cytoskeleton and
centrosome during oocyte maturation and fertilization, and the
embryo metabolic requirements.

In order to discover novel putative maternal-effect genes in
mammals, a library of bovine oocyte cDNAs was generated (Pennetier
et al., 2005). In this library, we have isolated several clones represent-
ing the Breast Cancer Anti-estrogen Resistance 4 (BCAR4) gene, which we
reported for the first time as an cocyte-preferential gene (Thelie et al.,
2007). The human gene had independently been identified in a screen-
ing for genes responsible for tamoxifen resistance in breast cancer cells
(Meijer et al., 2006); forced expression of BCAR4 in breast cancer cells
induced estrogen-independent cell proliferation and rapid tumor
growth. High BCAR4 mRNA levels were associated with tumor
aggressiveness and a shorter metastasis-free survival (Godinho et al.,
2010). The objective of this study was to investigate whether BCAR4
expression in oocytes was conserved among mammals including
humans and, using the bovine as a model, to demonstrate that the
gene actually encodes a protein; characterize its spatio-temporal
pattern throughout in vitro preimplantation development; and investi-
gate the consequences of microinjecting interfering RNA on embryo
development. Altogether, our expression and functional data strongly
support the hypothesis that BCAR4 is a novel maternal-effect gene in
mammals. In light of our data and its proliferative promotion proper-
ties in cancer cells, the role of BCAR4 in preimplantation development

is discussed.

Materials and Methods

Chemicals and cell culture products were from Sigma (Saint Quentin Fal-
lavier, France) unless otherwise indicated.

Bioinformatics sequence analysis

Transmembrane domains were predicted using Simple Modular Architec-
ture Research Tool version 7 (Letunic et al., 2012) and Phobius (Kall et al.,
2007). The presence of a signal peptide or nuclear export signal was
searched using signalP 4.0 (Petersen et al, 2011) and NET-NES (la
Cour et al., 2004), respectively.
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Sequence alignment was generated with MUSCLE (Edgar, 2004) and
curated manually, then with GBLOCKS (Castresana, 2000). An unrooted
tree was obtained as the result of computation with PhyML methods
(Dereeper et al., 2008) with 100 bootstrap iterations.

Oocyte collection and embryo production

Human oocytes were obtained with informed consent from five patients
undergoing an IVF protocol; they had failed to fully mature after hormonal
stimulation. Dog oocytes were from ovariectomized animals; they were a
gift from Dr Karine Reynaud, Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort, France.
In vivo matured bovine oocytes were obtained by ovum pick-up from 6 to
15 mm follicles, from Montbeliard heifers after ovulation induction and
ovulation inducing treatment.

Pig, horse and cow ovaries were obtained from commercial slaughter-
houses. Immature oocyte—cumulus complexes (OCCs) were aspirated
from antral follicles (3-8 mm follicles for bovine), selected following mor-
phological criteria and washed several times in TCM199 Hepes medium.
Some bovine OCCs were subjected to in vitro maturation in TCMI99 sup-
plemented with EGF, IGF-I, FGF, hCG, PMSG, insulin, transferrin and sel-
enium, for 22 h at 39°C in humidified air with 5% of CO, (Donnay et al.,
2004). For inhibiting meiotic resumption, the oocytes were incubated in
this medium supplemented with 25 wM roscovitin for 22 h, then trans-
ferred into the permissive medium for another 22 h. IVF was performed
in Talp medium (Tyrode medium supplemented with bicarbonate,
lactate, pyruvate, BSA and gentamycin) and 20 h later, presumed
zygotes were denuded and transferred into droplets of modified synthetic
oviduct fluid supplemented with 5% fetal calf serum (MP Biomedicals, Ill-
kirsh, France) (Holm et al., 1999). Embryos were cultured at 39°C in hu-
midified atmosphere with 5% CO,/5% O,/90% N,. For protein analysis,
pools of 10—25 immature and mature oocytes with a polar body as well as
zygotes (Day | post-IVF), 2-cell and 4-cell embryos (Day 2), morulae (Day
5), expanded blastocysts (Day 7) and hatched blastocysts (Day 9) were
analyzed. Parthenotes were produced by activation using ionomycin and
6-dimethylaminopurine.

Small-interfering RNA microinjection

The small-interfering RNA (siRNA) design algorithm (BLOCK-T™ RNAi
Designer, Invitrogen, Marly-le-Roi, France) was used to design two distinct
siRNAs species targeting the coding sequence of bovine BCAR4 mRNA.
Genomic databases were interrogated to rule out homology to any
other known gene. Two distinct couples of in vivo grade HPLC purified
stealth RNAi were ordered and diluted to 25 uM with RNAse free
water. The sense—antisense duplexes sequences were, respectively,
AAACCAGGUCCACUGACUGUUAGCU-AGCUAACAGUCAGUGGA
CCUGGUUU (RNAIl) and GAGAAUUGCUCAGGAUCCUUGUAAG-
CUUACAAGGAUCCUGAGCAAUUCUC  (RNAi2). Groups of 50
denuded Ml oocytes (DOs) were microinjected with ~2 pl of either a
25 pM solution of a stealth™ RNAI negative control duplex (Invitrogen)
or a specific duplex RNAI species, using an inverted microscope equipped
with micromanipulators. In parallel, non-microinjected groups of 50 OCCs
and 50 DOs were incubated as controls. Qocytes then underwent IVF in
the presence of additional mature OCCs. Thereafter, presumed zygotes
originating from OCCs and from denuded (microinjected) oocytes were
separated, and the latter were submitted to in vitro development, as
described above. Cleavage, morulae, blastocysts and hatched blastocysts
rates were recorded. For investigating BCAR4 mRNA and protein knock-
down, respectively, individual embryos and pools of 10 embryos at both
the 2-cell and 4-cell stages were collected, from five independent experi-
ments (100 microinjected oocytes per group per replicate).

Protein analysis

Antibody generation and characterization

A keyhole limpet hemocyanin (KLH)-coupled peptide corresponding to aa
89-102 of bovine BCAR4 was used to immunize rabbits (Eurogentec,
Angers, France). By western blot, the corresponding serum recognized a
protein migrating at 18 kDa in mature oocytes, which was neither
detected in immature oocytes nor in cumulus cells, nor with the pre-
immune serum (not shown). Next the antibody was purified by peptide
affinity. A band at 18 kDa was detected in mature oocytes, but not in
cumulus cells. The specificity of the antibody was further confirmed by de-
tection of the band in HEK293T cells transfected with the pSG5-BCAR4
expression plasmid but not the empty vector (not shown).

Western blot

To analyze protein secretion, maturation and fertilization media, either
fresh or following incubation for 20-24 h with 100 OCCs, were concen-
trated and desalted using Vivaspin 500 pl columns. For detection in
oocytes or embryos, pools of 10-25 structures were analyzed. After
heat denaturation in Laemmli buffer, proteins were resolved on 15%
SDS-PAGE gels and transferred onto nitrocellulose membranes. Blots
were blocked with 5% milk and then probed with anti-BCAR4 antibody
(0.34 pg/ml, i.e. 1/1000) or with anti-tubulin or anti-vinculin antibody
overnight at 4°C. The membranes were then washed and incubated for
2 h at room temperature with the appropriate HRP-conjugated secondary
antibodies (Molecular Probe, Cergy Pontoise, France). Revelation was per-
formed using Western lightning chemiluminescence reagent plus kit
(Perkin Elmer, Courtaboeuf, France). Quantification was done with the
Image Scanner and ImageMaster 1D elite v4.10 software (GE Healthcare,
Velizy, France).

Immunofluoresence

Oocytes and embryos were fixed in 4% paraformaldehyde for 30 min at
room temperature. After permeabilization with PBS—triton 0.2% and
blocking in 10% goat serum, they were incubated overnight at 4°C with
both anti-BCAR4 antibody (1/1000) and mouse anti-LAMIN A/C anti-
body (Ozyme) (I1/1000) or equivalent concentrations of rabbit and
mouse IgG as a negative control. After washing, they were incubated for
2 h at room temperature with Alexa 488 conjugated goat anti-rabbit anti-
body and Alexa 594 conjugated goat anti-mouse antibody (Molecular
Probe). Slides were mounted with Mowiol containing Hoechst 33258. Im-
munofluorescence was observed using an LSM 700 confocal microscope
(Zeiss, le Pecq, France). Seven to 14 oocytes/embryos at each stage
were observed.

Electron microscopy

Fixing and labeling of immature oocytes (as negative controls) and zygotes
was as described above, except that the secondary antibody was an anti-
rabbit antibody conjugated to 20 nm gold particles. After immunolabeling,
oocytes and zygotes were washed with PBS and additionally fixed with 1%
glutaraldehyde in PBS (2 h), washed with PBS and post-fixed by incubation
for | h with 2% osmium tetroxide (Electron Microscopy Science, Hatfield,
PA, USA). Samples were dehydrated in a graded series of ethanol solu-
tions (from 50 to 100%) and propylene oxide, and embedded in Epon
resin, which was allowed to polymerize for 24 h at 37°C followed by
48 h at 60°C. Ultra-thin sections (70 nm) were cut with a Leica Ultracut
UCT ultramicrotome, placed on EM one-slot grids coated with Formvar
film and stained with uranyl acetate (5% water solution, 20 min). The sec-
tions were then observed at 100 kV with a Jeol 101 | transmission electron
microscope (JEOL, Tokyo, Japan) connected to a digital camera driven by
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Digital Micrograph software (Gatan, Pleasanton, CA, USA) for image ac-
quisition and analysis.

RNA purification, reverse transcription and
polymerase chain reaction

RNA extraction and reverse transcription

After adding | pg of luciferase mMRNA (Promega, Charbonniéres-les-bains,
France) per oocyte/embryo as an external standard, RNA was extracted
from pooled oocytes or individual bovine embryos conserved in RNAlater
(Ambion, Huntingdon, UK) using PicoPure RNA Isolation Kit (Invitrogen)
following the manufacturer's instructions. Reverse transcription was per-
formed at 37°C using oligo(dT) primers (Promega) and Mouse Moloney
Leukaemia Virus reverse transcriptase (Invitrogen).

Polymerase chain reaction and real-time polymerase chain reaction

Target cDNA were amplified using the iQ Sybrgreen Supermix (Bio-rad,
Marnes-la-Coquette, France) and gene-specific primers (Table [) and
quantified relative to exogenous luciferase as described in Thelie et al.

(2007).

Statistical analysis

The percentages of cleaved embryos, morulae and blastocysts were ana-
lyzed with logistic regression models using the GLIMMIX procedure of the
SAS® software (SAS Institute Inc., 2009) with a logit function. The models
included the fixed effects of replicate and condition. The interaction
between replicate and condition was tested and then removed from the
model when non-significant. Results are presented as estimated means
(least square means) 4+ SEM. Estimated means were subsequently com-
pared between conditions using a t-test. Comparison of mRNA or
protein abundance between embryos originating from oocytes microin-
jected with control or specific RNAi was performed using the non-
parametric Mann—Whitney test (GraphPad Prism® 5 software, La Jolla,
CA, USA) and differences were considered statistically significant at the
95% confidence level (P < 0.05). Data are represented as means + SEM.

Results

Sequence analysis and phylogeny

Putative orthologs were previously reported in boreceutherian
mammals of various orders: primates, lagomorphs (rabbit and Ameri-
can pika), artiodactyls (cow), perissodactyls (horse) and scandantiae
(common treeshrew) (Thelie et al., 2007; Godinho et dl., 201 1). In
this study, we extended the search but focused on species for
which we have some developmental data. By sequence alignment,
we found putative orthologs in the syntenic region of two additional
domestic species, dog (a carnivore) and pig, but not in the rodent
Guinea pig. Sequence alignment is presented in Fig. |A. Indeed, the
sequence has significantly diverged between mammals, with 36—58%
similarity between proteins of species from different orders (73%
between cow and pig, which are both artiodactyls). The higher
degree of similarity, in the middle part of the protein, corresponds
to the putative transmembrane domains and the intermediary amino
acids stretch.

An unrooted phylogenetic tree was built with mammalian BCAR4
proteins (Fig. |B). It regrouped BCAR4 proteins from primates,
rabbit and horse apart from BCAR4 from dog, bovine and pig. In
search for amino acids that may have a particular role in certain
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species/orders, we ran a positive selection analysis, but failed to iden-
tify amino acids under positive selection.

The presence of putative transmembrane domains (Thelie et dl.,
2007; Godinho et dl., 2011) and a signal peptide (Gedinho et dl.,
2011) in BCAR4 was previously reported. As these features are diffi-
cult to distinguish and previous tools were prone to generate false-
positive signal peptides, the signalP 4.0 version was recently developed
specifically to discriminate between signal peptides and N-terminal
transmembrane helices (Petersen et al, 2011). Using SignalP4.0,
when transmembrane domains were considered, the program did
not predict a signal peptide in any BCAR4 ortholog. Predicted trans-
membrane domains were found in the canine and porcine sequences
(aa30—49 and 55-78, and aa 26-50 and 5678, respectively), and
confirmed for other species; these domains were also predicted by
the SMART and Phobius tools. The latter predicted N- and C-terminal
cytoplasmic regions with a short, 5— I | amino-acid extracellular part in
all orthologous proteins. Finally, potential leucine-rich nuclear export
signals were found using the NET-NES tool. Corresponding residues
are shown in Fig. 1A.

Expression in mammalian oocytes

BCAR4 mRNA expression was investigated for the first time in human
oocytes. By polymerase chain reaction (PCR), the transcript was
readily detected in ococytes from all five patients, but absent from
cumulus  cells, conversely to the transcript for anti-Mdillerian
hormene (AMH) (Fig. 2). The ubiquitous transcript for ribosomal
protein 19 (RPLI9) was detected in both compartments.

We also collected oocytes from mare, bitch and gilt. Using species-
specific primers (Table I), we amplified a fragment of expected size by
RT—PCR (not shown). Identity with predicted BCAR4 was further
confirmed by sequencing.

Altogether, our data show that cocyte expression of BCAR4 is con-
served throughout distinct orders of non-rodent mammals.

Expression of BCAR4 protein during bovine
oocyte maturation and preimplantation
embryo development

So far, the human BCAR4 gene has been annotated as a
non-protein-coding gene in several public genomic databases, and
there is no report of protein expression in the literature. An antibody
targeting a peptide within the C-terminal region of the bovine protein
was generated and tested (see the Materials and Methods section).
Expression of BCAR4 protein was analyzed by western blot during
oocyte maturation and embryo development. BCAR4 was not
detected in immature oocytes. Protein synthesis started between 10
and 15 h incubation, corresponding to transition between metaphase
| and anaphase | when chromosomes are separating to the poles; it
became more abundant after the oocytes had completed nuclear mat-
uration (Fig. 3A). BCAR4 synthesis was inhibited when in the presence
of roscovitin, an inhibitor of cyclin-dependent kinases, but resumed
after the oocytes were transferred to a permissive medium, showing
that meiosis resumption and maturation were required for expression
(Fig. 3B). BCAR4 was also detected after in vivo maturation (Fig. 3A).
Protein level increased sharply in zygotes, then remained stable
throughout early development up to the 8-cell stage. It decreased in
morulae, and was degraded in blastocysts (Fig. 3C). Interestingly, a
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Table | Primers sequences.

Gene symbol Species Primer
Luciferase Firefly Luciferase-S|
Luciferase-AS|
AURKA Cow AURKA-SI
AURKA-AS|
BCAR4 Cow BCAR4-S|
BCAR4-AS|
Pig pBCAR4-SI
pBCAR4-AS|
Dog dBCAR4-SI
dBCAR4-AS|
Horse hBCAR4-SI
hBCAR4-ASI
Human huBCAR4-S|
huBCAR4-AS|
AMH Human AMH-SI
AMH-ASI
RPLIS Human RPLIS-SI
RPLI9-ASI

Sequence (5'—3) Experiment

TCATTCTTCGCCAAAAGCACTCTG Real-time PCR
AGCCCATATCCTTGTCGTATCCC

TCGGGAGGACTTGGTTTCTT Real-ime PCR
TGTGCTTGTGAAGGAACACG
GAAGGGTGTTTGCTGATTTCTGTTAAG Real-ime PCR
CATTGTTGTTACCAGGGCGAAGG

ACCCCTGCAGCTAAAACTCA PCR
TTAACATCCCAAAGATTTCCAG

GGCGACTCAAGCTCATAGG PCR
GCCATGGCTGCTTCTACTTC

GCCGGTACAAGGATGTAATCA PCR
AAAGACTCCGTACCGTCTCG

ATACAATGGCGTAATCATAGC PCR
AGACATTCAGAGCAAGACA

CCTACACCTGGAGGAAGT PCR
CCTCGTCACAGTGACCTC

TGAGACCAATGAAATCGCCAATGC PCR
ATGGACCGTCACAGGCTTGC

similar BCAR4 level was detected in zygotes, in parthenotes, as well as
in mature oocytes incubated for an additional 24 h period in the fer-
tilization media without spermatozoa (Fig. 3D).

To investigate whether BCAR4 could be secreted by oocytes and
embryos, the presence of the protein in the maturation or fertilization
media was analyzed. We failed to detect the corresponding band by
western blot, suggesting that the protein is not secreted (not shown).

Intracellular localization

In order to determine intracellular localization of the BCAR4 protein
in bovine oocytes and embryos, we performed immunofluorescent
staining followed by confocal microscopy analysis (Fig. 4). As expected
from the western blot, no staining was detected in germinal vesicle
(GV) stage oocytes. In metaphase Il cocytes, labeling was readily
detected throughout the ooplasm. The protein started to display a
preferential spatial localization in pronuclear zygotes, as it was
observed mostly within the pronuclei and in the surrounding cytoplas-
mic region (Fig. 4C). This was confirmed by pre-embedding immuno-
gold labeling coupled to electron microscopy, followed by
quantification of gold particles over successive sections (Fig. 5). In 2-
and 4-cell embryos, BCAR4 was present at the junctions between
blastomeres; it was also observed in the cytoplasmic area surrounding
the nuclei, and within or excluded from the nuclei. Interestingly, in
2-cell embryos, both blastomeres displayed the same pattern
(Fig. 4D and E), while the two patterns could be observed in distinct
blastomeres of a 4-cell embryo (Fig. 4F). In morulae, roughly the same
distribution was observed albeit the labeling was less intense (Fig. 4G).
In expanded blastocysts, BCAR4 was not detected, as previously
observed by western blotting (Fig. 4H). As a negative control, no stain-
ing was revealed using rabbit IgG as the primary antibody (not shown).
Overall, in bovine embryos between the zygote and morula stages,
BCAR4 protein displayed preferential localization in the cytoplasmic
region surrounding the (pro)nuclei, in the (pro)nuclei of a subset of
embryo or blastomeres and at the junction between blastomeres.

Functional analysis by siRNA microinjection

BCAR4 expression specifically in maturing oocytes and early-stage
embryos strongly suggested a role as a maternal-effect factor. To in-
vestigate its functional importance during embryonic development,
RNAi-mediated gene silencing was performed by microinjection into
the cytoplasm of denuded mature bovine oocytes. Two RNAI target-
ing two distinct regions of the coding sequence were used. Following
fertilization, the rates of cleavage and development to morula,
expanded blastocysts at Day 7 and/or 8 and hatched blastocysts at
Day 9 post-insemination, were evaluated. In a first set of experiments,
in order to validate the microinjection procedure, cleavage (relative to
the number of oocytes) and morulae and blastocysts rates (relative to
the number of cleaved embryos) were compared between non-
microinjected OCC or DO and negative control RNAi-injected DO
(Fig. 6). As expected, due to the presence of the cumulus, cleavage
(reflecting fertilization) rate was higher for OCC, whereas no signifi-
cant difference was observed between the other two groups,
showing that microinjection and negative control RNAi were not dele-
terious. In a second set of experiments, the effect of BCAR4 targeting
RNAI versus negative control RNAI was investigated (Fig. 7). No dif-
ference in cleavage rate was observed between control and specific
RNAi-microinjected groups (Fig. 7A), but development to morulae
and expanded blastocysts was specifically altered in the presence of
either BCAR4-targeting RNAI (Fig. 7B—E); the differences were signifi-
cant (P < 0.05) except in one situation, i.e. for Day 7 blastocysts
(Fig. 7C) originating from RNAI|-microinjected oocytes (with still a
tendency, P = 0.08). Developmental rates were decreased by 20—
30% for morulae, 30—50% for blastocysts and 55—-65% for hatched
blastocysts. The efficiency of the RNAi was controlled by assessing
BCAR4 transcript and protein abundance by real-time PCR and
western blotting, respectively (Fig. 8). The effect of RNAi was not
observed in 2-cell (Fig. 8A and C) embryos, but appeared to be
delayed to the 4-cell stage (Fig. 8B and D). At this stage, although the
decrease in mRNA abundance was not significant, possibly due to the
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Figure | Evolution of BCAR4 in non-rodent mammals. (A) Alignment of putative protein sequences in humans (Hsa), rabbit (Ocu), horse (Eca),
dog (Cfa), pig (Ssc) and cow (Bta). Amino acids conserved or similar in a majority of proteins are in black or gray boxes, respectively. Amino acids
predicted in transmembrane domains are in italic, and indicated with a black line in cow. Amino acids in putative leucine-rich nuclear export signals are
underlined. (B) Phylogenetic tree with bootstrap values >80%. Stars correspond to branches that are non-congruent with species tree.

high variability in control embryos, protein expression was significantly
decreased by 63 and 75%, respectively, by the two RNAI species.

3 w2
o°°¢o°‘°°

Discussion

BCAR4
In this paper, we have demonstrated that BCAR4 encodes a novel ma-
AMH

ternally expressed protein with maternal-effect properties, and is con-

served in various non-rodent mammals. Our data are discussed in the
RPL19

Figure 2 BCAR4 transcript is expressed in human oocytes. Detec- :
tion of BCAR4 and AMH expression by RT—PCR in human oocytes . Evolution
and cumulus cells, respectively. RPLI9 was detected in both cell :
types.

context of its putative function during preimplantation embryo
development.

The human BCAR4 gene was discovered as a marker of a subset of
breast cancer tumors (Meijer et al., 2006). In parallel, we had
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Figure 3 Expression of BCAR4 protein throughout bovine oocyte maturation and embryo preimplantation development. Western blot analysis of
BCAR4 and Tubulin or Vinculin as a control. (A) Kinetics of protein synthesis in oocytes during in vitro maturation, in immature oocytes (10), after 3, 6,
10, 15, 18 and 22 h (metaphase-ll mature oocytes, MO) incubation in maturation medium, and in in vivo matured oocytes (OPU). (B) Effect of ros-
covitin. Expression in 10, after 22 h in maturation medium in the absence (MO) or presence (R) of roscovitin, and the latter followed by another 22 h
in maturation medium (R + IVM). (C) Profile throughout development. Detection in 10, MO, zygotes (Z), 2-cell (2c), 4-cell (4c) and 8-cell (8c)
embryos, morulae (mo), expanded (EB) and hatched (HB) blastocysts; (D) effect of fertilization. Detection in Z, mature oocytes incubated in fertil-

ization medium without sperm (nolVF), and parthenoctes (p).

discovered the bovine ortholog as an oocyte preferentially expressed
gene (Thelie et al., 2007). Although putative protein sequences were
reported, experimental studies were limited to expression of the tran-
script and to this day, the human gene remains annotated as non-
protein coding. However, due to the coding sequence being fairly
short, included within a single exon, and without well-known consen-
sus motifs, automated annotation tools are likely to have missed it.
Here for the first time, we have actually demonstrated expression
of the protein in bovine, suggesting that proteins exist in other
species too.

Beyond humans and bovine, based on sequence alignment, several
homologs have been reported in various orders of eutherian
mammals: among primates, lagomorphs (rabbit and American pika),
perissodactyls (horse) and scandantize (common tree shrew)
(Godinho et al., 2011). Here we have discovered orthologs in the
genomes of sus scrofa, a second artiodactyl and canis familiaris, a car-
nivore. The phylogenetic tree is incongruent to the species tree and
reveals the major divergence of the horse protein relative to the
cow, pig and dog orthologs, even though all four species belong to
the Laurasiatheria superorder. The absence of the gene in mouse
and rat demonstrates that the gene has been lost after the speciation
between lagomorphs and rodents. Among these species, major
genome activation occurs as early as the 2-cell stage in mouse and pre-
sumably rat, but one or several cell cycles later in the pig, horse,
human, dog, cow and rabbit [rat: (Zernicka-Goetz, 1994), dog:(Bysted
et al., 2001), horse: (Brinsko et al., 1995), rabbit: (Brunet-Simon et al.,
2001), human: (Braude et al., 1988), pig, cow: (Camous et al., 1986),
for a review, see Telford et al. (1990)]. Thus, the presence of the
BCAR4 gene correlates with delayed embryonic genome activation in
mammals. Considering the pro-proliferative properties of the human
gene (Godinho et al.,, 2010), it can be speculated that BCAR4 may
be involved in cell division up until the embryo can transcribe its
own factors.

Bioinformatics analysis of protein sequences did not identify precise
functional domains nor related protein families. All orthologous
protein sequences displayed two putative transmembrane domains,
with predicted cytoplasmic N- and C-termini. The presence of a

signal peptide is unlikely, suggesting that the protein is not truncated,
in agreement with our failure to detect a protein of lower molecular
weight in oocytes, embryos or culture medium by western blot. On
the other hand, amino acids expected to participate into a nuclear
export signal were identified in a leucine/isoleucine-rich homologous
region. This is consistent with the protein subcellular localization in
blastomeres.

Expression and intracellular localization of
BCAR4: a comparison with other proteins of
maternal or embryonic origin

The BCAR4 protein displayed interesting features in its expression and
localizations patterns. While proteins encoded by oocyte-specific
maternal-effect gene in mammals are usually already present in imma-
ture oocytes, such as |Y|, NPM2, ZARI, MATER or STELLA in mouse
or bovine (Tong et al., 2000b; Burns et al., 2003; Payer et al., 2003;
Wu et al., 2003; Bettegowda et al., 2007; Lingenfelter et al., 2011).
BCAR4 started to be synthesized during late maturation and
became more abundant in zygote, similar to the origin recognition
complex 6 (ORC6) protein that is required for the first cleavage of
mouse embryos (Murai et al, 2010). This is consistent with a role
for BCAR4 specifically during the first embryonic divisions. Interesting-
ly, BCAR4 translation appeared to switch from a developmental
control during maturation to a chronological control afterwards.
Indeed, BCAR4 translation was inhibited in the presence of the
meiotic inhibitor roscovitin, and this was reversible, as previously
reported for several proteins (Vigneron et al., 2003). Later, BCAR4
level was increased in fertilized zygotes, but also in parthenotes, and
quite surprisingly in in vitro aged mature oocytes, showing that
sperm penetration or egg activation is not required for stimulating
BCAR4 translation. In this respect, BCAR4 is again reminiscent of, al-
though not identical to, mouse ORC6. ORC6 was found to be trans-
lated during maturation and increased in |-cell fertilized embryos
(Murai et al., 2010). The protein was also detected (if not increased)
after parthenogenetic activation and after in vitro oocyte aging for 6 h.
ORCé detection in aged cocytes required protein synthesis, either de

286



BCAR4 is a novel maternal-effect gene

437

Figure 4 Spatial distribution of BCAR4 in bovine oocytes and preim-
plantation embryos by immunofluorescence and confocal microscopy.
Chromatin in blue and lamins A/C in red (left panel), BCAR4 in green
(middle panel) and merged images (right panel). Representative images
of (A) immature oocytes (IO), (B) in vitro matured oocytes (MO), (C)
zygotes (Z) (with the cytoplasmic membrane outlined), (D and E) dis-
tinct 2-cell (2c) embryos, (F) 4-cell (4c) embryos, (G) morulae (mo)
and (H) expanded blastocyst (EB). Scale bar : 20 pm
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novo synthesis of ORC6 itself or synthesis of proteins involved in
ORCS6 stabilization. Other oocyte-abundant proteins were reported
to be synthesized after fertilization or after oocyte aging, but the recip-
rocal analysis was not run. For example, the mouse oocyte-specific
oogenesin and Samé8 proteins were shown to increase between
the ovulated oocyte and the |-cell stage (Minami et al., 2003; Paro-
netto et al., 2008). Conversely, in pig, a proteomic approach detected
four proteins showing a significant increase between Mll and in vitro
aged oocytes, i.e. AKRIBI, SLC25A6, PRDX2 and PCNA (Jiang
etal, 2011).

Regarding intracellular localization throughout maturation and de-
velopment, BCAR4 displays a unique pattern, as we could not find
another protein with the same spatio-temporal distribution. Never-
theless, it shares some features with several proteins important for
preimplantation development. In zygotes, the protein is found in
both pronuclei and their vicinity. The latter may reflect protein pro-
cessing within the Golgi complex, for future addressing to the
plasma membrane, although at this stage no membrane localization
is observed yet. Indeed, in cleavage stage embryos, BCAR4 is
present at the junction between blastomeres, reminiscent of mouse
E-cadherin, the adherens junction protein which mediates compaction
(Vestweber et al., 1987; Ohsugi et al., 1996; De Vries et al., 2004). In
bovine, E-cadherin localization has not been reported, but expression
from the embryonic genome is important for blastocyst formation
(Nganvongpanit et al., 2006). Unlike mouse E-cadherin however,
BCAR4 expression has started to decrease in morulae and is not reac-
tivated afterwards. Thus, a hypothesis is that BCAR4 may be involved
in blastomere adhesion before major activation of the embryonic
genome and possibly up to compaction. Another possibility is that
BCAR4 could be retained at the cell surface by interacting with an in-
tegral membrane protein, as is 3-catenin by E-cadherin. -Catenin is a
structural component of adhesion receptors and functions as a tran-
scriptional co-activator of specific target genes in the Wnt pathway,
regulating cell fate and proliferation (Davidson, 2010). In bovine, as
major activation of the embryonic genome is delayed, BCAR4 pres-
ence in the nucleus as early as the 2-cell stage is unlikely to reflect a
role in transcription. Rather, it might be involved in DNA replication.
Finally, BCAR4 shares similarities with the tight junction protein zona
occludens 2 (ZO2). In hamster, ZO2 was detected throughout the
cytoplasm of unfertilized eggs, in the (pro)nuclei of embryos, and it
was present at the membrane between adjacent blastomeres from
the 2-cell stage onwards (Wang et al., 201 |). ZO2 displayed a differ-
ent pattern in mouse, with preferential accumulation near the spindle
in MIl oocytes, and then a BCAR4-similar localization in (pro)nuclei
and surrounding cytoplasmic region of zygotes and 2-cell embryos,
nuclear localization in 4- and 8-cell embryos, before switching to
blastomere junction only in post-compaction |6-cell embryos and
later stages (Sheth et al., 2008). Overall, several proteins in rodents
share localization features with BCAR4. But knowledge on how
these proteins are located in embryos from non-rodent species is cur-
rently lacking and might be helpful in understanding BCAR4 function.

In BCAR4-expressing cells derived from the human breast carcinoma

cell line ZR-75-1, v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene
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Figure 5 Intracellular localization of BCAR4 in bovine zygotes by immunogold staining coupled to electron microscopy. (A) Localization of gold
particles in one section. Top left: section of the full cocyte; bottom: close-up onto a region showing the pronucleus and surrounding cytoplasm.
Red dots highlight gold particles. Top right: close-up showing two gold particles. (B) Section. PN, pronucleus; cl—c5, cytoplasmic zones; cl—c4
have an equal area. (C) Counting of gold particles in the pronucleus and regions cl—c5 over four sections of one zygote.
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Figure 6 Validation of the siRNA microinjection procedure. Rate of development to (A) 2-cell, (B) morula, (C) blastocyst rate on Day 8, after
fertilization of non-microinjected OCCs and DO, or DO microinjected with a negative control RNAi (Ctl). Data from || replicates of 50 oocytes

per group. Asterisks denote statistical significance (* for P < 0.05, ** for P < 0.001).

homolog 2 (ERBB2), ERBB3 and downstream components of the
ERBB pathway were activated by phosphorylation (Godinho et al.,
2010; van Agthoven et al., 2012). We searched whether this
pathway could be a target of BCAR4 in oocytes and embryos. The
transcripts are not or hardly detected in mouse oocytes to 2-cell
embryos, based on Unigene expression profiles, RT—PCR (Brown
et al., 2004) or microarrays in the Gene Expression Omnibus database
(records# GDS578 (Hamatani et al., 2004); GDS2300 (Su et al.,
2007); GDS592 (Su et al., 2004); GDS2387 (Potireddy et al., 2006).
Yet, microinjecting antisense oligonucleotides to Erbb2 or recombin-
ant protein into mouse oocytes was recently reported to inhibit or
promote maturation, respectively, suggesting that the gene is not
only expressed but involved in maturation (Zheng et al, 2012). In
bovine, the transcript appears scarce in oocytes based on our own
microarray experiment (unpublished results), while ERBB3 was
detected until the 2-cell stage by RT-PCR (Yoshida et al., 1998).
Finally, ERBB2 was detected in human oocytes (GDS3256 record
Kocabas et al., 2006). Besides these dispersed and somewhat
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conflicting data, it has to be kept in mind that, until the MET (maternal
to embryo transition), the proteins might be present even if the tran-
scripts are not. Better knowledge of ERBB2 and ERBB3 protein ex-
pression at these stages is necessary to know whether they could
mediate BCAR4 function.

Alternatively, the same signalling pathway could be activated by
BCAR4 through the epidermal growth factor receptor (EGFR).
EGFR contribution in ZR-75-1 cells could not be investigated due to
low expression and cross-reactivity of the antibody (Godinho et al.,
2010; van Agthoven et al., 2012). In mouse oocytes and pre-MET
embryos, the transcript was detected by RT—qPCR (Brown et al.,
2004) and microarray and its relative level in oocytes was high com-
pared with most tissues (records# GDS578 (Hamatani et dl., 2004);
GDS813 (Zeng et al., 2004); GDS2300 (Su et al., 2007); GDS592
(Su et al, 2004). It also appears to be expressed in humans
(record# GDS3256; Kocabas et dl., 2006).

Finally, Erbb4 transcript was detected in mouse |- and 2-cell
embryos but undetected from the 8-cell stage onwards (Brown
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Figure 7 Effect of BCAR4-targeting RNAi onto bovine embryo development. Rates of (A) cleavage, (B) morula, (C) blastocysts on day 7, (D) blas-
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Figure 8 Effect of RNAi microinjection onto bovine BCAR4
mRNA and protein expression. (A and B) Analysis of mRNA abun-
dance relative to AURKA by real-time PCR, and (€ and D) protein
abundance relative to Tubulin by western blot in (A and C) 2-cell
embryos and (B and D) 4-cell embryos. mRNA and proteins were
examined in embryos obtained after fertilization of oocytes microin-
jected with the negative control RNAi (Ctl), or a specific RNAi
(RNAI I, RNAi2). Data from four to five replicates. The asterisk
denotes statistical significance (P << 0.05).

et al, 2004). It was also detected by microarray in human oocytes
(GDS3256; Kocabas et al., 2006). It appears as another putative me-
diator of BCAR4 effect in early development.

RNAI2). Data from 8 replicates of 50 oocytes per group. Asterisks denote statistical significance (* for P < 0.05, ** for P << 0.01, ** for

Conclusion

In this study, we have brought the first experimental evidence of the
BCAR4 protein in mammals and characterized its expression in
oocyte maturation and early embryo development. In agreement
with its spatio-temporal pattern of expression, it shows a
maternal-effect in bovine. Future studies should be oriented toward
elucidating molecular mechanisms underlying this action. In parallel,
we plan to investigate whether altered expression of the gene could

underlie certain cases of human infertility.
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o Données supplémentaires HSF1 HSF2 et HSP70:
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Neonatal exposure to anti-androgen EDCs induces long-term alterations in HSF/HSP and miRNA levels.
HSF1, HSF2, and HSPA2 levels in adult (PND90) testes from unexposed (Ct) rats or from animals ex-
posed (GD6 to PND21) to vinclozolin (A, 20 mg/kg/d, Vinc), flutamide (B, 2.5 mg/kg/d, Flut), or procholoraz
(C, 30 mg/kg/d, Proch) were determined by Western blot analyses. Protein levels are expressed as a per-
centage ratio (target protein/actin) detected in the untreated group. Results are expressed as the mean +
SEM determined from seven animals (*, P < 0.05). Mature miR-18a, -29a, -29b, and -29c levels in testes
of adult rats (PND90) unexposed (Ct) or exposed to Vinc (D), Flut (E), or Proch (F) were determined by
real-time RT-PCR. Histograms represent relative miRNA levels normalized to small nucleolar RNA levels.
Results are expressed as the mean + SEM determined from 7-8 rats (*, P <0.05).
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Figure 4.
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Données supplémentaires

tion néonatal au EB.

N

Altérations de I'expression des miARNSs Let-7 et HSP27s au niveau du testicule de rat
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Figure 1.
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o Données supplémentaires

(courbe ROC).

du dosage de miARNs chez les patients

300

FSH ROC of Secretoire / 3C0
FSH 100
1001
100
80
80 ERE L SU —_
ns € e
R R 50+
80 ;
:
‘m
40 xEE 404 2w
TER
o0 204 0 ATEE 0,6805(0.46 40 10 0.8969)
; % p=0.1179
o i ¥ ¥ A ' 0= °: 20 1 &0 a1 100
4 4 k a . - . o
(0@@ 650 N@? W el d*@ & £ £ 6@“—‘ &.:,0 100% - Specificity
y o o £ £ B 5"
R A A P & ©
a4 pa N3 ﬂéﬁ«" f & @é\ o P
= o & P f = @ &
‘ga & & &
E
(miR-29a+ miR29c) FSH2 (miR-29a+ mR29c)x FSH 2 FOC of Seeracim/eco
100000 . - 100000+
80000 ]
0000+ 80000
40000 . 50000
20000 - bt 40000 Z
- T - =
20007 20000 E
1500 100007 o B
&
1000
5000
5004 Area 07396 (0.5386 10 0.9407)
_T_ o= 003738
| . . : . . . P N o . .
a 20 40 &0 80 100
R £ o F :?(;0 L L & ] 100% - Specificity%
& K g F e F &
& L +F &
& N & F
& P = & oF &
= =& o ,,2—_9_-‘
£ 7 :
(miR-18a +miR29a)x FSH* (miR-18a+ miR29c)x FSH? ROGC of Secrewire / SCO
100000+ xzx | wam axx 100000~
5000
E0000 0000+
40000+ 20000+
200004 *:l_* = - =
2000F T T 000 =
200004 :g
1500 g
10000 * 2
1000
500 50001 él Area 0.7456 (0.5455 to 0.9456)
! o= 003337
B e e e B oA 2
@ @ I I & 21 Q 0 40 (-] a0 100
& FFF P S - A i & &P 100% - Specificint
& & & & e e & =
- - A & &
AT £ T F < E=
# & & & F £ 5
B &



(miR-29a+ miR29¢)x FSH?
e e *

100000 * Hhw
80000
60000

ROC de 29a 29¢ FSH

ROC of SPG normale / inf 15M

g
2
=
w
2
&
20 Area 0,7349(0.6744 to 0.7953)
p <0.0001
o 2 4 60 8 100

100% - Specificity%

ROC of $PG normale/ oligo sup 1M et inf 15M

:\u‘
z
H
B
2
@
20 Area 0,6957(0 6232 to 0.7682)
p<
5 20 40 60 80 100
100% - Specificity%

ROC of SPG normale/ oligo inf 1M

g

>

=

@

Z

@

20 Area 0,8301(0.7470 to 0.9132)
p <0.0001
0 20 40 60 80 100
100% - Specificity%
ROC avec SPZ / pas SPZ
2
B
2
kol
&
? 20 Area 0,9320(0.8371 to 1.027)
p < 00001
o+
0 20 40 80 80 100

100% - Specificity%

ROC de FSH

ROC of SPG normale / inf 15M

20 Area 0,7488(0.7004 to 0.7973)
p <0.0001
0 2 40 6 8 10

100% - Specificity%

ROC of SPG normale/ oligo sup 1M et inf 15M

g
z
5
o
2
[}
2 Area 0,7200(0 8661 to 0.7738)
p < 00001
0 2 4 e s 10

100% - Specificity%

ROC of SPG normale/ oligo inf 1M

g
z
H
Z
z
]
20 Area 0,8890(0.8192 1o 0.9587)
p <0.0001
’ v . \
0 20 40 60 80 100
100% - Specificity%
ROC avec SPZ/ pas SPZ
100 3
_ 80
®
= 60
E
g 40
@ 20 Area 0,9558(0.8707 to 1.041)
p <0.0001
0
20 40 6 8 100

100% - Specificity%

301

(miR-29a+ miR29c)x FSH 2

100000 xxx axx axs
80000
60000
40000
20000 BAx .. wmx s
1000
800
500
400
200
ol
* & -é@a o
& & & & o7 &
& &g S
& S & s F
& ® & & &
& & F
$ +
&
ROC de 29a 29¢ FSH ROCde FSH
ROC of SPG normale / secretoire+SCO ROC of SPG normale / secretoire+SCO
B e et
_ 8
g g
> = 60
H E
5 T 4
20 Area 0,9206(0.8569 to 0.9843) 20 Area 0,9655(0.8994 to 1.031)
p <0.0001 p < 0.0001
0 0 40 e & 10 ] 0 60 80 100

Sensitivity (%)

Sensitivity (%)

100% - Specificity%

ROC of SPG normale / Azeo secretoire

4
100% - Specificity%

ROC of SPG normale / Azoo secretoire

2 Area 0,9348(0.8351 to 1.034)
p <0.0001
l.] 20 40 60 80 100

100% - Specificity%

ROC of SPG normale / SCO

Area 1(1.000 to 1.000)
p < 0.0001

20 40 60 80 100

100% - Specificity%

ROC of SPG normale / SCO

100 ot
_ 80
2
= 60
% a0
20 Area 0,9064(0.8304 to 0.9825) 20 Area 0,9309(0.8016 to 1.060)
<0.0001 <0.000
0 20 40 60 80 100 0 20 0 60 80 100
100% - Specificity% 100% - Specificity%
ROC of Data 1:ROC curve ROC of Secretoire / SCO
100, 100
80 _ 80
8
60 = 60
2
40 o 40
&
20 Area 0,7396(0.5386 to 0.9407) 20 Area 0,6805(0.4640 o 0.8969)
p =0,03786 p=0,1179
o 2 40 & 8 100 0 2 4 6 8 10

100% - Specificity%

100% - Specificity%e



(miR-18a+miR29a)xFSH?2

100000 Hkk * Hh
30000
60000

ROC de 18a 29a FSH

ROC of SPG normale / inf 15M

g
z
z
3
7
3
20 Area 0,7073(0.6439 to 0.7708)
p<0
lI] 20 40 60 80 100

100% - Specificity%

ROC of SPG normale/ oligo sup 1M et inf 15M

;\;
z
E
k]
z
&
Area 0,6654(0.5896 to 0.7412)
lI] 20 40 60 80 100
100% - Specificity%
ROC of SPG nommale/ oligo inf 1M
g
=
=
B
2
&
20 Area 0,8092(0.7210 to 0.8974)
<
lI] 20 40 60 80 100

100% - Specificity%

ROC avec SPZ / pas SPZ

3
2
2
b
5
? Area 0,9354(0.8371 1o 1.027)
p < 0.0001
ot
0 20 40 60 8 100

100% - Specificity%

Sensitivity (%)

Sensitivity (%)

Sensitivity (%)

ROC de FSH

ROC of SPG normale / inf 15M

20 Area 0,7488(0.7004 to 0.7973)
p <0.0001
0 2 40 6 8 10

100% - Specificity%

ROC of SPG normale/ oligo sup 1M et inf 15M

2 Area 0,7200(0 8661 to 0.7738)
p < 00001
0 2 4 e s 10

100% - Specificity%

ROC of SPG normale/ oligo inf 1M

20 Area 0,8890(0.8192 to 0.9587)
p <0.0001
T T T \
0 20 0 60 80 100

100% - Specificity%

ROC avec SPZ / pas SPZ
100 3

60

40:

20 Area 0,9558(0.8707 to 1.041)
p <0.0001

o

20 40 80 80 100
100% - Specificity%

302

(miR-18a+miR 29a)xFSH2
100000 aan e axs
80000
60000
40000
20000

1000

x
800
600
400
200
od

ROC de FSH

ROC of SPG normale / secretoire+SCO

B e et

ROC de 18a 29a FSH

ROC of SPG normale / secretoire+SCO

20 Area 0,9243(0 8728 to 0.9758) Area 0,9655(0.8094 to 1.031)
< 0.0001 p < 0.0001
0 2 40 60 8 10 [ 0o 60 8 100

4
100% - Specificity% 100% - Specificity%

ROC of SPG normale / Azeo secretoire ROC of SPG normale / Azoo secretoire

100-
_ 80
2
= 60
H
% 40
® 2 Area 0,9570(0.9057 to 1.008) Area 1(1.000 to 1.000)

p <0.0001 P < 0.0001
0 0 40 60 80 100 20 4 60 8 100

100% - Specificity% 100% - Specificity%

ROC of SPG normale / SCO

ROC of SPG normale / SCO

100 r

— - 80
5 2
2 R

s s

z T
B &

2 Area 0,8915(0.8004 to 0.9737) 2, Area 0,9309(0.8016 o 1.060)
<0.0001 «
(l] 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100% - Specificity% 100% - Specificity%
ROC of Secretoire / SCO ROC of Secretoire / SCO
100- 100

80 )

£ 5

= 60 = 60

E H

o go

? 2 Area 0,7456(0.5455 to 0.9456) ? 2 Area 0,6805(0.4640 to 0.8969)

P =0,03337 p=0,1179
ll] 20 40 60 80 100 lI] 20 40 60 80 100

100% - Specificity% 100% - Specificity%e



Article n°4 :

Role of EZH2 and mir-101 in the programming of testicular germ cell death and male

infertity induced by neonatal exposure to endocrine disruptors. Benazir SIDDEEK, Nadjem

LAKHDARI, Lilia INOUBLI, Claire MAUDUIT, Mohamed BENAHMED. Publication en cours de
préparation.

303



304



