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ACVR1 : Activin A receptor type 1 
ADN : Acide désoxyribonucléique 
AF-1/2 : Activation function 1/2 
AGD : Distance anogénitale 
ALDH1A1 : Retinal dehydrogenase 1 
ALK : Anaplastic lymphoma kinase 
AMH : Anti-Müllerian hormone 
AMHR2 : Müllerian inhibiting substance receptor 2 
AMPc : Adénosine monophosphate cyclique 
APC : Adenomatous polyposis coli 
AR : Androgen receptor 
ARN : Acide ribonucléique 
ARNm : Acide ribonucléique messager 
ARX : Aristaless related homeobox gene 
ATAC-seq : Assay for transposase-accessible chromatin sequencing 
ATRA : Acide tout-trans rétinoïque 
 
BAX : BCL-2 associated X protein 
BLIMP1 : B-lymphocyte maturation-induced protein 1 
BMP : Bone morphogenetic protein 
BMPR1A : Bone Morphogenetic Protein Receptor Type 1A 
BrdU : 5′-bromo-2′-deoxyuridine 
 
CBP : CREB binding protein 
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CCNE 1/2 : Cycline E 1/2 
CDK7 : Cyclin-dependent kinase 7 
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CG : Cellules germinales  
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CMP : Cellules myoïdes péritubulaires 
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DMRT1 : Dsx and Mab-3-related transcription factor 1 
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WT1 : Wilm’s tumor suppressor 1

XLAG : X-linked lissencephaly with abnormal genitalia

YFP : Yellow fluorescent protein
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ZNRF3 : Zinc and ring finger 3

     
      

         
    

     

       
     

      
     

    

     

       
   

     
   

       
      

        
      
     

        
    

       
     

        
    

       
      
      

      
     

       
     
     

        
    

       
      
      

      
     

       
     
     

SMOC2 : SPARC related modular calcium binding 2 
SOAT1 : Sterol o-acyltransferase 1
SOX 2/4/8/9/10 : SRY-box transcription factor 2/9 
SPATS2l : Spermatogenesis associated, serine-rich 2-like 
SRD5A1 : 3-oxo-5α- steroid 4- dehydrogenase 1
SRY : Sex-determining region of Y chromosome
STAR : Steroidogenic acute regulatory protein
STRA8 : Stimulated by retinoic acid gene 8
protein homolog SUG : Sinus urogénital
SYCP3 : Synaptonemal Complex Protein 3

TAF7l : Transcription initiation factor TFIID subunit 7-like
TAM : Tamoxifène
TBX 2/3 : T-box transcription factor 2/3
TCF : T-cell factor
TCF21 : Transcription factor 21
TDF : Testis-determining factor
TDRD1 : Tudor domain-containing protein 1
TDS : Troubles du développement sexuel
TES : Testis-specific enhancer of Sox9
TESCO : TES core
TFM : Testicular feminized mice
TG : Tubercule génital
TGF-β : Tumor growth factor beta
TJP1 : Tight junction protein ZO-1
TMEM184a : Transmembrane protein 184a
TRP53 : Transformation related protein 53
TSS : Transcription start site
TUBB3 : Tubulin beta-3 chain
TUBG : Tubulin gamma chain
TUNEL : Terminal deoxy-nucleotidyl transferase dUTP nick-end labelling
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Chapitre I
Le développement de 

la gonade



 

Préambule  

 

Les cordons séminifères du testicule dans lesquels se déroule la spermatogenèse sont 

composés des cellules germinales et des cellules somatiques de soutien appelées cellules de 

Sertoli. Entre les cordons séminifères se trouvent d’autres cellules somatiques interstitielles, 

dont les cellules stéroïdogènes appelées cellules de Leydig. Durant le développement 

embryonnaire, les cellules de Sertoli sont les premières cellules somatiques du testicule à 

émerger. Leur différenciation nécessite une fine régulation spatio-temporelle de l’expression 

de leur programme génique. Par ailleurs, la différenciation des autres types cellulaires du 

testicule et, plus globalement du tractus-urogénital, dépend de signaux émanant des cellules de 

Sertoli. L’un des gènes exprimés par les cellules de Sertoli et essentiel au développement du 

testicule chez les mammifères code pour le récepteur nucléaire orphelin NR5A1, aussi appelé 

SF1 pour Steroidogenic Factor 1. Chez l’homme des mutations dans ce gène conduisent à des 

pathologies gonadiques telles que le syndrome de dysgénésie testiculaire ou des anomalies de 

la différenciation sexuelle. 

Mes travaux visent à apporter une meilleure compréhension du rôle de NR5A1 dans les 

cellules de Sertoli durant le développement embryonnaire et pendant la vie post-natale, grâce à 

la génération de modèles de souris génétiquement modifiées. 

L’introduction de ce manuscrit contextualise l’intérêt de mes travaux dans le cadre du 

développement du système urogénital en adéquation avec le sexe chromosomique. Pour cela, 

l’introduction est subdivisée en 3 chapitres. Le premier chapitre détaille les facteurs intervenant 

dans le développement des gonades à partir du primordium gonado-surrénalien. La dynamique 

d’apparition de chaque type cellulaire de la gonade et les travaux qui ont permis d’identifier 

leurs origines respectives y sont aussi présentés. Puis dans le second chapitre, je décris le 

développement du tractus urogénital, ainsi que les gènes et les hormones impliqués dans ce 

processus. Enfin, le dernier chapitre a pour objet le récepteur nucléaire NR5A1. Sa structure, 

son mode d’action, ses partenaires, ses rôles dans les divers organes et pathologies dans lesquels 

il est impliqué sont exposés.  
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Figure 1 : Le développement des crêtes génitales  
(A) L’épithélium cœlomique (EC) est monocouche et supporté par la membrane basale (MB).  
(B) Certaines cellules de l’épithélium cœlomique perdent leurs caractéristiques épithéliales en réalisant 
leur transition appelée transition épithéliomésenchymateuse (EMT) elles se transforment alors en 
cellules NR5A1-positives qui sont les précurseurs des cellules somatiques de la gonade (PCS).  
Puis, les cellules NR5A1-positives prolifèrent et traversent la membrane basale en fragmentation 
(astérisque).  
(C) La crête génitale précoce est formée d’un amas de cellules NR5A1-positives parmi lesquelles se 
déposent les cellules germinales primordiales (CGP) entre 10jpc et 11jpc.  
(D) La crête génitale se développe et est progressivement recouverte de cellules dérivées du 
mésonéphros (M) qui migrent vers les crêtes génitales.  
Adapté de (Rafal P. Piprek, Malgorzata Kloc, 2016) 
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Chapitre I : Le développement de la gonade  

 

1.  La formation des crêtes génitales (de la gonade bipotentielle)  
 
1.1 Formation des crêtes génitales et leur devenir 

 

Chez la souris, les gonades et les glandes surrénales ont une origine commune, à savoir le 

primordium gonado-surrénalien. Ce dernier apparaît au neuvième jour du développement 

embryonnaire (9,00jpc) (Ikeda et al., 1994), puis à 10,50jpc il se divise en deux parties. La 

partie antérieure deviendra le primordium surrénalien, tandis que la partie postérieure le 

primordium gonadique aussi appelé crêtes génitales (Vidal and Schedl, 2000).  

C’est à partir de 10,00jpc chez la souris qu’apparaissent les crêtes génitales ou gonades 

bipotentielles. La première étape de leur formation est la prolifération des cellules de 

l’épithélium cœlomique monocouche qui devient alors plus épais et pseudostratifié à la surface 

ventrale du mésonéphros. Les cellules qui prolifèrent donneront naissance aux précurseurs 

somatiques de la gonade. Ensuite, la membrane basale qui supporte l’épithélium cœlomique se 

fragmente et devient discontinue, ce qui permet la colonisation des cellules épithéliales vers 

l’intérieur donnant un épithélium pluristratifié. Puis, les cellules vont réaliser leur transition 

appelée transition épithéliomésenchymateuse (EMT) (Karl et Capel, 1998) (Figure 1 et 2). Les 

mécanismes moléculaires guidant la formation des crêtes génitales à partir de l’épithélium 

cœlomique restent encore à élucider. 

Néanmoins, plusieurs études ont permis de mettre en évidence le rôle et la cinétique 

d’expression spatiotemporelle de certains gènes dans cette formation, à savoir : Gata4, Six1/4, 

Wt1, Lhx9, Insr/Igf1r, Emx2 et Nr5a1. Dans cette optique, des modèles murins invalidés pour 

chacun de ces gènes ont été générés.  

 

A. Gata4 (GATA-binding protein 4) 

 

GATA4 (GATA-binding protein 4) appartient à la famille évolutivement très conservée des 

facteurs de transcription GATA dont la particularité est de contenir deux doigts de zinc (Evans 

and Felsenfeld, 1989). Le premier localisé dans la partie N-terminale permet de stabiliser la 

liaison avec l’ADN, tandis que le second localisé dans la partie C-terminale de GATA4 est 
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nécessaire à la liaison à l’ADN et à l’interaction avec d’autres protéines, notamment NR5A1 

(Tremblay and Viger, 1999).  

 

Chez la souris, GATA4 est détecté dans la partie antérieure des crêtes génitales à partir de 

10,00jpc puis jusqu’à la partie postérieure à environ 10,20 jpc (Hu, Okumura et Page, 2013).  

Son invalidation totale provoque la mort des embryons avant la formation des crêtes 

génitales. C’est pourquoi l’équipe de David Page a opté pour une invalidation conditionnelle 

après 8,75 jpc grâce à l’utilisation d’une recombinase Cre inductible par le tamoxifène. Chez 

ces souris mâles et femelles Gata4-/-, l’épaississement de l’épithélium cœlomique ne se produit 

pas à cause d’un défaut de prolifération des cellules ; il reste alors unistratifié et la membrane 

basale supportant l’épithélium cœlomique ne se fragmente pas. Par ailleurs, on observe 

également une réduction de l’expression de Nr5a1 et Lhx9, deux gènes aussi impliqués dans le 

processus de formation des crêtes génitales (Hu, Okumura et Page, 2013).  

Grâce à ces données, il a été possible d’établir que Gata4 est indispensable à l’initiation de 

la formation des crêtes génitales ainsi qu’à l’expression des gènes nécessaires à la suite de leur 

développement.  

 

B. Wt1 (Wilm’s tumor suppressor 1) 

 

WT1 (Wilm’s Tumor suppressor 1) est un facteur de transcription à doigt de zinc exprimé 

très tôt dans l’épithélium cœlomique, chez la souris à partir de 9,50jpc (Armstrong et al., 1993). 

Chez l’homme plusieurs syndromes associés à des mutations dans le gène Wt1 ont été décrits 

notamment les syndromes de Frasier (Frasier et al., 1964) ou de Denys-Drash (Pelletier et al., 

1991 ; Drash et al., 1970). La première description du syndrome de Frasier en 1964 fait état 

d’une féminisation des organes génitaux externes, du développement de gonadoblastome 

(néoplasme composé de cellules germinales primitives et de cellules somatiques immatures), 

ainsi qu’une dysgénésie des testicules (Frasier et al., 1964). Pour le syndrome de Denys-Drash, 

on observe un pseudohermaphrodisme et un fort risque d’apparition de tumeurs de Wilm’s 

(néphroblastome) (Drash et al., 1970).  

Chez la souris, l’ablation totale de WT1 est létale car elle induit des malformations du cœur 

(Moore et al., 1999), de la rate (Ute Herzer , Alexander Crocoll , Debra Barton, 1999) ainsi 

qu’une agénésie des reins, des glandes surrénales et des gonades (Kreidberg et al., 1993). Il a 
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été montré qu’à partir de 11,00jpc l’augmentation de la mort cellulaire dans l’épithélium 

cœlomique était la cause de l’absence de gonade chez ces animaux (Kreidberg et al., 1993).  

Chez la souris on ne dénombre pas moins de 24 isoformes de WT1. L’implication dans le 

développement de la gonade et des reins de deux isoformes a été particulièrement étudiée. Ces 

deux isoformes diffèrent par la présence ou l’absence des trois acides aminés « KTS » (lysine, 

threonine, et serine) localisés entre le troisième et le quatrième doigt de zinc à la fin de l’exon 

9 de Wt1, c’est pourquoi elles ont été nommées -KTS et +KTS (Haber et al., 1991). En 2001, 

l’équipe de Andreas Schedl a généré deux modèles murins invalidés pour ces isoformes afin de 

déterminer plus précisément leurs rôles dans le développement de la gonade (Hammes et al., 

2001). Dans les deux lignées, les mutations provoquent des malformations rénales létales peu 

de temps après la naissance. 

Dans la lignée mutée pour +KTS, considérée comme modèle pour le syndrome de Frasier, 

on observe une inversion totale du sexe chez les animaux XY. Cette inversion est causée par 

une diminution de l’expression des gènes indispensables à la différenciation masculine, à savoir 

Sry (sex-determining region of Y chromosome) et Amh (anti-müllerian hormone). Ainsi, les 

auteurs concluent que l’isoforme +KTS est principalement impliquée dans la voie de la 

détermination du sexe masculin plutôt que dans la formation des crêtes génitales (Hammes et 

al., 2001). 

En revanche, pour la lignée invalidée pour -KTS, on remarque une augmentation de 

l’apoptose dans l’épithélium cœlomique qui conduit à une réduction de la taille de la gonade. 

Les auteurs proposent alors que -KTS est important pour la survie des cellules et la formation 

de la gonade indifférenciée (Hammes et al., 2001). De plus, les travaux de Wilhelm et Engert 

ont montré que WT1, en coopération avec LHX9, était capable in vitro de réguler directement 

et positivement l’expression de Nr5a1 qui est indispensable à la survie des cellules des crêtes 

génitales en formation.  

Pour finir, il est intéressant de noter que les animaux Wt1-/- présentent un phénotype 

gonadique plus sévère que les animaux -KTS, ce qui pourrait s’expliquer par la compensation 

de certaines isoformes entre elles (Wilhelm and Englert, 2002). 

 

C. Lhx9 (LIM homeobox9) 

 

LHX9 (LIM homeobox9) fait partie de la famille des facteurs de transcription à 

homéodomaine permettant la liaison à l’ADN. Les souris 46XX et 46XY chez lesquelles l’exon 
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2 et 3 de Lhx9 ont été délétés par recombinaison homologue affichent toutes un tractus 

urogénital féminin, une absence de gonade et une atrophie de l’utérus et du vagin. De plus, à 

11,00jpc l’épithélium cœlomique affiche un faible nombre de cellules prolifératives BrdU-

positives, qui conduit à 13,50jpc à une dégénérescence totale des gonades. De plus, l’expression 

de Nr5a1 est fortement diminuée chez ces mutants (Birk et al., 2000), plaçant Lhx9 comme 

potentiel régulateur positif de l’expression de Nr5a1 in vivo. Cette régulation de l’expression 

de Nr5a1 par Lhx9 permet de valider en partie l’hypothèse selon laquelle WT1 et LHX9 

réguleraient ensemble positivement l’expression de Nr5a1 (Wilhelm and Englert, 2002). 

 

         

 

De la même manière, il a été vu que les gènes codants pour le récepteur de l’insuline Insr 

(insulin receptor) et le récepteur transmembranaire Igf1r (insulin-like growth factor 1 receptor) 

sont essentiels au développement de la gonade. Les souris invalidées pour ces deux gènes 

montrent une dysplasie des gonades, une inversion du sexe chez les animaux XY et une absence 

de glandes surrénales. Dans les crêtes génitales, on observe aussi une baisse de la prolifération 

et une diminution du nombre de cellules NR5A1-positives, qui deviennent dans un contexte 

normal les cellules somatiques de la gonade (Pitetti et al., 2013).  

 

   

 

Deux autres gènes redondants sont exprimés très tôt dans l’épithélium cœlomique, à savoir 

Six1 et Six4 (sine oculis-related homeobox 1/4). SIX1 et SIX4 sont deux facteurs de 

transcription à domaines SIX responsables des interactions protéine-protéine et à 

homéodomaine permettant la liaison à l’ADN.  

La double invalidation de ces gènes provoque une diminution de la taille des gonades et des 

glandes surrénales. Les auteurs notent aussi une diminution du nombre de cellules NR5A1-

positives. Ils expliquent ce phénomène par le fait que SIX1 et SIX4 sont capables de se fixer 

sur le promoteur de Nr5a1 pour augmenter son expression. Ainsi, ils proposent que SIX1 et 

SIX4 soient responsables de la régulation de la taille des gonades en modulant l’expression de 

Nr5a1, et donc le nombre de précurseurs somatiques. De plus, Six1 et Six4 seraient aussi 

impliqués dans l’EMT car en leur absence ce phénomène est retardé en plus d’être diminué 

(Fujimoto et al., 2013).  
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D. Insr (insulin receptor) et Igf1r (insulin-like growth factor 1 receptor)

E. Six1/4 (sine oculis-related homeobox 1/4)

Oktay Cakil



 

   

 

EMX2 (empty spiracles homeobox 2) est un facteur de transcription à homéodomaine, 

normalement exprimé chez la souris à partir de 10,50jpc dans les cellules de l’épithélium 

cœlomique.  

L’invalidation de Emx2 provoque l’absence des reins et du tractus urogénital (Miyamoto et 

al., 1997). Chez les souris Emx2-/- les gonades se forment normalement jusqu’à 12,00jpc où 

une augmentation de l’apoptose entraîne l’agénésie des gonades. De plus, l’équipe de Ken-

Ichirou Morohashi a étudié la localisation et l’expression de protéines intervenant dans la 

régulation de l’assemblage des jonctions serrées caractéristiques des cellules épithéliales, 

notamment l’occludine, TJP1 (Tight junction protein ZO-1) et le complexe aPKC. En l’absence 

de EMX2, ces protéines, normalement localisées dans la région apicolatérale de l’épithélium 

gonadique, se retrouvent de manière irrégulière sur toute la surface des cellules, indiquant une 

perte de polarité de l’épithélium. Pour finir, les auteurs de cette étude ont aussi montré que les 

cellules de l’épithélium cœlomique sont incapables de réaliser leur migration à travers la 

membrane basale ni l’EMT (Kusaka et al., 2010).  

 

      

 

NR5A1 (steroidogenic factor 1), aussi appelé SF-1 ou AB4BP, est un récepteur nucléaire 

orphelin, facteur de transcription à doigt de zinc qui, à l’inverse de beaucoup de récepteurs 

nucléaires, se lie à l’ADN sous forme de monomère (voir Chapitre III.2.NR5A1) Nr5a1 est 

exprimé d’abord dans l’épithélium cœlomique, puis dans les crêtes génitales et reste ensuite 

exprimé dans les cellules somatiques de la gonade mâle à savoir les cellules de Sertoli et de 

Leydig. Ainsi, Nr5a1 est considéré dans les crêtes génitales comme le marqueur des précurseurs 

somatiques de la gonade. 

Chez l’homme, des mutations dans ce gène induisent des phénotypes assez variables et plus 

ou moins importants. Le phénotype commun aux patients 46XY et XX est une insuffisance 

surrénalienne. Concernant les patients 46XY, on observe des dysgénésies testiculaires plus ou 

moins sévères ou encore une inversion sexuelle du tractus génital avec différents degrés de 

féminisation. Des patients 46XX peuvent présenter une insuffisance ovarienne et une 

endométriose (Revue : Ferraz-de-Souza, Lin and Achermann, 2011).  
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F. Emx2 (empty spiracles homeobox 2)

    G. Nr5a1 (steroidogenic factor 1)



 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Table 1 : Gènes participants à la formation des crêtes génitales et le phénotype induit par leur 
invalidation 
  

Gène 
invalidé Nom complet Phénotype induit par la perte de fonction  Référence 

Gata4 GATA-binding 
protein 4 

Absence de gonade.  
Défaut de prolifération et d’épaississement de 
l’épithélium cœlomique  

Hu et al., 1993 

Wt1(+kts) Wilm’s Tumor 
suppressor 1 Inversion du complète du sexe Hammes et al.,2001 

Wt1(-kts) Wilm’s Tumor 
suppressor 1 

Dégénérescence des crêtes génitales due à une 
augmentation de l’apoptose  Wilhelm et al., 2002 

Lhx9 LIM Homeobox9 Dégénérescence des crêtes génitales due à une 
diminution de la prolifération  Birk et al.,2000 

Insr/Igf1r 
Insulin receptor / 
Insulin-like growth 
factor 1 receptor 

Inversion du sexe et diminution de la prolifération des 
crêtes génitales Pitetti et al.,2013 

Six1/4 Sine oculis-related 
homeobox 1/4 

Diminution de la taille des gonades avec inversion du 
sexe et défaut de l’EMT  
Diminution du nombre de cellules NR5A1-positives 

Fijumito et al.,2013 

Emx2 Empty spiracles 
homeobox 2 

Dégénérescence des crêtes génitales due à une 
augmentation de l’apoptose et défaut de l’EMT 

Kusaka et al.,2010 
Miyamoto et al.,1997 

Nr5a1 Steroidogenic 
factor 1 

Dégénérescence des crêtes génitales due à une 
augmentation de l’apoptose et défaut de l’EMT Luo et al.,1994 

Pod1 Podocyte 
expressed-1 

Hypoplasie des gonades. Augmentation de l’apoptose 
dans les crêtes génitales 

Cui et al.,2004 
Tamura et al.,2001 

Cbx2 Chromobox protein 
homolog 2 

Inversion du complète du sexe  
Défaut de prolifération et d’épaississement des crêtes 
génitales 

Kutoh-Fukui et al.,1998 
Kutoh-Fukui et al.,2012 
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Chez la souris, l’invalidation de Nr5a1 est létale quelques heures après la naissance à cause 

d’une agénésie des glandes surrénales. A 10,00jpc l’épithélium cœlomique est comparable à 

celui d’un contrôle, mais à partir de 12,00jpc les gonades ont pratiquement disparu chez les 

mâles et femelles. Cette disparition est due à une augmentation de la mort des cellules 

épithéliales par apoptose si bien qu’à la naissance les gonades sont absentes (Luo et al., 1994).  

Nr5a1 joue un rôle central dans le développement des crêtes génitales. En effet, Gata4, Wt1, 

Lhx9, Emx2 ont tous des rôles différents durant la formation des gonades, mais l’invalidation 

de chacun d’entre eux conduit à une diminution de l’expression de Nr5a1 et une absence de 

gonade, ce qui place Nr5a1 en tant que gène essentiel à ce processus grâce aux précédentes 

études présentées. 

De plus, après l’épaississement de l’épithélium cœlomique deux gènes sont susceptibles de 

réguler l’expression de Nr5a1 pour induire la prolifération cellulaire et la différenciation des 

crêtes génitales.  

Premièrement, POD1 (Podocyte expressed-1 aussi appelé TCF21 pour Transcription factor 

21) est un facteur de transcription dont l’invalidation provoque l’augmentation de l’expression 

de Nr5a1 et l’apoptose ce qui conduit à une hypoplasie des gonades dans les deux sexes ; Pod1 

est donc considéré comme un inhibiteur de l’expression de Nr5a1. Néanmoins, cette action 

serait indirecte car les auteurs n’ont pas réussi à montrer que POD1 se fixe directement sur le 

promoteur de Nr5a1. Ils proposent donc que chez le mâle, en l’absence de POD1, Nr5a1 soit 

exprimé dans tous les précurseurs somatiques de la gonade, ce qui induit une différenciation 

prématurée en cellules stéroïdogènes. Cette étude permet aussi de mettre en évidence l’action 

« dose-dépendante » de Nr5a1 : l’augmentation, comme la réduction, de son expression 

influence le développement de la gonade.  

Deuxièmement, CBX2 (Chromobox protein homolog 2) qui fait partie du groupe des 

protéines polycomb connues pour remodeler la chromatine (Schuettengruber and Cavalli, 

2009). Chez l’homme, des patients XY avec une mutation dans le gène CBX2 présentent une 

inversion du sexe avec un utérus et des ovaires (Biason-Lauber et al., 2009). Chez la souris, 

Cbx2 est exprimé dans les crêtes génitales et son inactivation cause une hypoplasie des gonades 

ainsi qu’une inversion de sexe chez les animaux 46XY. Cette inactivation provoque aussi une 

baisse de la prolifération cellulaire et de l’expression de Nr5a1 et Lhx9, deux gènes aussi 

impliqués dans la prolifération cellulaire à ce stade du développement (Katoh-Fukui et al., 2012 

; Katoh-fukui et al., 1998). La régulation de Nr5a1 par Cbx2 se fait vraisemblablement de 

manière directe car des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine de cellules 

27



 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 2 : Schéma du réseau moléculaire qui régule la formation et le développement des 
précurseurs gonadiques NR5A1-positifs 
(A) A 9,50jpc les cellules précurseurs NR5A1-positives apparaissent dans l'épithélium coelomique. 
Leur nombre augmente à 10,00jpc pour former un épithélium pseudostratifié à 10,50jpc. Ensuite, les 
précurseurs NR5A1-positifs migrent dans la région du mésenchyme interne dorsal à travers la membrane 
basale pour former la crête génitale à 11,75jpc. Dans les gonades XY, une partie seulement des 
précurseurs NR5A1-positifs exprimeront ensuite Sry pour se différencier en cellules de Sertoli.  
(B) Gata4 est responsable de l’initiation de la formation des crêtes génitales avec Six1 et Six4. Ensemble 
ces facteurs de transcription vont permettre l’apparition des cellules NR5A1-positives. Lhx9, Wt1-KTS 
et Insr/Igf1r sont nécessaires pour promouvoir la prolifération des précurseurs gonadiques et former les 
crêtes génitales (ou gonade bipotentielle). Emx2 et éventuellement Six1 et Six4 contribuent à la 
régulation de la transition épithéliomésenchymateuse (EMT). Dans le même temps, Lhx9, Wt1-KTS, 
Insr/Igf1r et Emx2 vont réguler l’expression de Nr5a1 à la hausse.  
Adapté de (Tanaka and Nishinakamura, 2014) 
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surrénaliennes immortalisées ont mis en évidence que CBX2 se fixe directement sur Nr5a1 

(Katoh-Fukui et al., 2005).  

 

Pour conclure, toutes les études précédemment citées ont permis de mieux comprendre le 

rôle de chaque gène impliqué dans le développement des gonades et ainsi de reconstituer la 

chronologie de la formation des crêtes génitales et les relations d’interdépendance pour 

l’expression de chacun des acteurs (Table 1). En effet, Gata4 est responsable de l’initiation de 

la formation des crêtes génitales, avec Six1 et Six4 qui permettent l’apparition des précurseurs 

somatiques de la gonade qui expriment NR5A1. Puis Wt1, Emx2 et Nr5a1 sont indispensables 

à la formation des crêtes génitales à partir de 12,00jpc et sont impliqués dans la survie des 

cellules. Lhx9 est impliqué dans la régulation de la prolifération cellulaire. De plus, Emx2 et 

Six1/Six4 sont des acteurs de l’EMT. Enfin, Nr5a1 sous le contrôle de Cbx2 et Pod1 permet la 

différenciation et la prolifération des cellules après l’épaississement de l’épithélium 

cœlomique. Toutes ces informations mettent en lumière une régulation complexe de Nr5a1 par 

différents acteurs, son rôle essentiel dans la formation des crêtes génitales, mais aussi dans la 

différenciation des précurseurs des cellules somatiques de la gonade (Figure 2).  

 

Dans le même temps, loin des crêtes génitales en formation et de manière totalement 

indépendante, apparaissent les cellules germinales primordiales (CGP) qui donneront naissance 

aux cellules de la lignée germinales.  

 
 

1.2 Les cellules germinales primordiales (CGP) 
 

Les cellules germinales primordiales (CGP) sont les cellules qui donneront naissance à la 

lignée germinale. Chez la souris, les CGP sont issues d’un épithélium pluripotent éloigné de la 

gonade. Pour devenir des cellules germinales et rejoindre leur emplacement définitif, les 

cellules passent par trois étapes : la spécification, la migration puis la colonisation (Figure 3).  

 

A. La spécification  

 

A 6,25 jpc les CGP apparaissent dans l’épiblaste proximal, grâce à des signaux inducteurs 

reçus par un petit nombre de cellules (Lawson and Hage, 1994). Le premier signal inducteur 

reçu par ces cellules de l’épiblaste proximal est émis par l’ectoderme extra-embryonnaire et 
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Figure 3 : Chronologie du développement des cellules germinales progénitrices 
Les cellules germinales progénitrices (CGP) apparaissent à partir de 6,25jpc dans l’épiblaste proximal 
et y réalisent leur spécification. Puis à 7,00jpc elles forment une grappe d'environ 20 cellules qui vont 
commencer à migrer. Durant leur migration les CGP prolifèrent en se déplaçant le long de l’intestin 
jusqu’au mésentère pour rejoindre les crêtes génitales et les coloniser entre 10,00jpc et 11,00jpc. Pendant 
leurs spécification, migration et colonisation, les CGP vont réexprimer des gènes de pluripotence comme 
Sox2 ou Nanog et subir une importante reprogrammation épigénétique.   
Adapté de (Sasaki and Matsui, 2008) et (Saitou et al., 2012) 
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l’endoderme viscéral. Ces derniers expriment plusieurs facteurs de croissance de la famille des 

BMP (Bone Morphogenetic Protein), à savoir BMP4, BMP8b et BMP2.  

BMP4 fut le premier dont le rôle a été découvert dans ce mécanisme. Il est essentiel à la 

spécification des CGP. En effet, l’inactivation d’une copie de Bmp4 provoque une diminution 

du nombre CGP et son inactivation complète une absence totale des CGP (Lawson et al., 1999). 

Plus tard il a été montré que les invalidations de Bmp2 et Bmp8 conduisent à des phénotypes 

similaires, c’est-à-dire l’absence ou la diminution importante du nombre de CGP (Ying et al., 

2000 ; Ying and Zhao, 2001). Les protéines BMP agissent grâce aux protéines SMAD1, 

SMAD4 et SMAD5 (Suppressor of Mothers Against Decapentaplegic) qui transmettent le 

signal. L’invalidation de ces Smad, comme des Bmp, conduit à une diminution, voire une 

absence, de CGP (Tremblay et al., 2001b ; Hayashi et al., 2002 ; Chang and Matzuk, 2001 ; 

Chu et al., 2004). Plus récemment, Ian Chambers et son équipe constatent aussi que BMP4 

réprime l’expression du facteur de transcription Oxt2 (Orthodenticle Homeobox 2). Chez les 

mutants Oxt2-/- le nombre de CGP est augmenté car Oxt2 est régulateur négatif de la 

spécification des CGP. En somme, BMP4 réprime l’expression de Oxt2 pour permettre 

l’expression des gènes nécessaires à la spécification des CGP : Blimp1 et Prdm14 (Zhang et al., 

2018). Ensuite, l’expression de Wnt3 (Wnt family member 3) par l’endoderme viscéral permet 

aux cellules d’être capable de réagir à l’induction par BMP4 (Ohinata et al., 2009). Dans le 

même temps, pour éviter la spécification de toutes les cellules de l’épiblaste en CGP un certain 

nombre d’antagonistes de BMP et WNT3 sont exprimés comme, par exemple Cer1 (Cerberus 

1) ou Dkk1 (dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1).  

Les cellules ayant répondu aux signaux inducteurs expriment Blimp1 (B-lymphocyte 

maturation- induced protein 1, aussi appelé Prdm1 pour PR domain zinc finger protein 1) et 

Prdm14 (PR domain zinc finger protein 1) (Yamaji et al., 2008 ; Ohinata et al., 2005). 

L’expression de ces gènes va permettre la répression de l’expression des gènes somatiques 

mésodermiques comme Hoxa1 et Hoxb1, et la réacquisition de gènes de pluripotence comme 

Sox2 et Nanog (Saitou, 2002 ; Yabuta et al., 2006 ; Campolo et al., 2013). L’invalidation de 

Blimp1 provoque une diminution du nombre de CGP, l’expression aberrante de marqueurs 

spécifiques des CPG, à savoir Nanos3 et Stella. Elle empêche aussi la répression des gènes 

somatiques (Ohinata et al., 2005). En revanche la répression des gènes somatiques se fait 

correctement chez les mutants Prdm14 mais l’activation des gènes de pluripotence est altérée 

(Yamaji et al., 2008). A ce stade, une quarantaine de CGP sont présentes à la base de l’allantoïde 

(Ohinata et al., 2005). Avec la réexpression des gènes de pluripotence, les CGP vont subir une 

importante reprogrammation épigénétique de leur génome, à savoir une déméthylation globale 
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de leur génome qui se fait en deux étapes. Une première déméthylation globale du génome a 

lieu à 8,00jpc puis une seconde à 12,50jpc qui permet l’effacement de l’empreinte parentale. 

L’empreinte parentale est le fait que les copies d’un gène sont exprimées différemment en 

fonction du parent dont elles sont héritées. Dans le même temps, les expressions de Dnmt1, 

Dnmt3a et Dnmt3b (DNA methyltransferases) sont aussi fortement diminuées. Ces gènes 

codent pour les protéines responsables du dépôt de la méthylation (Seki et al., 2005 ; 

Seisenberger et al., 2012).  Au niveau de la chromatine on constate un effacement de la marque 

répressive H3K9 di-méthyle et une augmentation de la marque H3K27 tri-méthyle. La présence 

des marques activatrices de la transcription comme H3K4 méthyle et H3K9 acétyle est assez 

constante, mais augmente de manière transitoire au moment de la colonisation des CGP dans 

les crêtes génitales à 10,50jpc (Seki et al., 2005 ; Seki et al., 2007). Chez les femelles s’ajoute 

à cela une réactivation du chromosome X causée par la diminution de la marque H3K27 tri-

méthyle (de Napoles et al., 2007). Récemment, il a été montré que l’augmentation de la 

présence de la marque H3K27 tri-méthyle au niveau global du génome et sa diminution au 

niveau du chromosome X se font de manière indépendante mais en faisant intervenir PRDM14 

dans les deux cas (Mallol et al., 2019).  

 

B. La migration  

 

Une fois spécifiées, les CGP doivent coloniser les crêtes génitales. Pour cela, elles vont 

entreprendre une migration à travers l’embryon. Pour suivre les mouvements des CGP, les 

chercheurs ont beaucoup utilisé la coloration à la phosphatase alcaline (Chiquoine, 1954 ; Tam 

and Snow, 1981).  

A 7,00jpc les CGP commencent à migrer de la base de l’allantoïne, puis traversent la ligne 

primitive pour arriver dans l’endoderme de l’intestin postérieur. Les CGP se déplacent le long 

de l’intestin jusqu’au mésentère, qui est la porte d’entrée pour coloniser les gonades  à partir de 

10,50jpc et jusqu’à 11,50jpc (Anderson et al., 2000). Durant cette étape, les CGP doivent se 

déplacer, mais elles doivent aussi proliférer, passant d’une quarantaine à environ 1000 cellules 

à 10,50jpc, puis 3000 à 11,00jpc à la fin de la migration (Tam and Snow, 1981). Plusieurs 

acteurs sont impliqués dans ces processus, certains régulant plutôt la migration et d’autres la 

multiplication des cellules.  

Pour se déplacer, les CGP ont besoin de rester en contact non seulement les unes avec les 

autres mais aussi avec leur environnement, via des extensions cytoplasmiques et la présence de 
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molécules présentes à leur surface comme l’E-cadhérine et l’intégrine-β1. L’inactivation des 

gènes codant pour ces protéines, provoque la localisation ectopique des CGP qui sont 

incapables de rejoindre les crêtes génitales (Anderson et al., 1999 ; Bendel-Stenzel et al., 2000 

; Di Carlo and De Felici, 2000). Grâce à une autre étude, on sait que le récepteur tyrosine kinase 

ROR2 (Receptor Tyrosine Kinase Like Orphan Receptor 2) et son ligand WNT5 (Wingless-

Type MMTV Integration Site Family Member 5) sont aussi impliqués dans la migration et la 

survie des CGP. L’inactivation de Ror2 ou Wnt5 conduit au même phénotype, c’est-à-dire une 

anomalie de la polarité, de la forme et de la migration des CGP. En effet, peu de CGP arrivent 

jusqu’aux crêtes génitales, la plupart d’entre elles restant dans l’intestin et un petit nombre ayant 

une localisation ectopique comme dans la peau (Chawengsaksophak et al., 2012 ; Laird et al., 

2011). De plus, Wnt5 est décrit comme ayant un rôle pivot en régulant la prolifération des CGP 

mais aussi leur migration, en activant deux voies. En effet, WNT5 via la voie Ror2 permet de 

réguler la migration des CGP. Mais, WNT5 est aussi impliqué dans une voie faisant intervenir 

β-caténine qui est responsable de la prolifération des CGP. WNT5 est donc un acteur clé qui 

permet de réguler la balance entre la migration et la prolifération des CGP, deux phénomènes 

normalement peu compatibles (Cantú et al., 2016). Dans leur étude, Kathryn Anderson et son 

équipe proposent aussi que l’activation de la voie ROR2/WNT5 permet aux cellules de 

répondre au signal émis par le facteur de croissance KITL (Kit ligand) (Laird et al., 2011). En 

effet, les récepteurs C-KIT et CXCR4 (GPCR chemokine (CXC motif) receptor 4) aussi appelés 

SDF1, sont exprimés à la surface des CGP, tandis que leurs ligands respectifs KITL et CXCL2 

sont exprimés par les cellules somatiques présentes tout au long du trajet des CGP. 

L’invalidation de Kitl provoque l’apoptose des CGP qui peut être empêchée en invalidant Bax 

(BCL-2 associated X protein) simultanément. En revanche la double invalidation de Kitl et Bax 

n’empêche pas la mauvaise migration des CGP et la diminution de leur nombre à cause d’un 

défaut de prolifération (Runyan et al., 2006). De la même manière, l’expression d’une version 

mutée de CXCR4 provoque une baisse du nombre de CGP et une mauvaise colonisation des 

crêtes génitales. En revanche, une surexpression de CXCL2 augmente la survie des CGP, mais 

induit des anomalies de migration (Molyneaux et al., 2003).  

 

C. La colonisation  

 

Grâce à l’expression de ces acteurs, les CGP sont capables de migrer et de proliférer dans 

le même temps. Ainsi, une fois leur migration accomplie les CGP colonisent les crêtes génitales, 

33





 

où elles sont alors appelées gonocytes. Les mécanismes permettant l’arrêt de la migration des 

CGP ne sont pas encore élucidés. Par contre, on sait qu’une fois arrivées dans les crêtes 

génitales les CGP doivent se rapprocher les unes des autres, impliquant une augmentation de 

l’expression des cadhérines aux sites de contacts entre les cellules notamment l’E-cadhérine et 

la N-cadhérine (Bendel-Stenzel et al., 2000 ; Di Carlo and De Felici, 2000). De plus, les 

gonocytes expriment certains marqueurs spécifiques comme DAZL (deleted in azoospermia 

like) ou DDX4 (DEAD-Box Helicase 4) aussi appelés VASA ou MVH. L’invalidation de Dazl 

a permis de montrer que son rôle est d’inhiber l’expression des gènes de pluripotence comme 

Sox2 ou Nanog. En l’absence de Dazl, les cellules ne sont pas capables de devenir des gonocytes 

et gardent un profil génique de CGP (Gill et al., 2011).  

L’avenir des gonocytes dépendra ensuite du sexe de l’individu. Ainsi, chez le mâle les 

gonocytes rentreront en quiescence jusqu’à la naissance tandis que les gonocytes chez la 

femelle rentreront en méiose. Ces mécanismes sont décrits dans la partie (2.3 Le testicule fœtal 

: Différenciation des cellules germinales). 
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Figure 4 : Dynamique d’apparition et de différenciation des cellules somatiques à partir des 
mêmes précurseurs cellulaires lors de la détermination du sexe
Composition des principaux types cellulaires de la gonade fœtale mâle et femelle. Dans le testicule fœtal 
les cordons séminifères sont composés des cellules germinales et des cellules de Sertoli. Le tissu 
interstitiel est composé des cellules de Leydig et des cellules myoïdes péritubulaires. Chez la femelle 
l’ovaire est composé des cellules germinales des cellules de la granulosa et des cellules de la thèque.
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Dans l’ovaire et le testicule il y a deux principaux types de cellules somatiques appelées 

cellules de soutien et cellules stéroïdogènes. Les cellules de soutien sont les cellules de la 

granulosa chez la femelle et de Sertoli (CS) chez le mâle. Les cellules stéroïdogènes sont les 

cellules de la thèque chez la femelle et de Leydig (CL) chez le mâle (Figure 4).  

Avant de décrire l’apparition des différentes lignées somatiques de l’ovaire et du testicule 

fœtal, il est nécessaire d’introduire la notion de différenciation sexuelle des gonades. La 

différenciation sexuelle fait référence à la décision de la gonade bipotentielle de se développer 

en testicules ou en ovaire en fonction de son sexe chromosomique. Une fois différenciées, les 

gonades produisent les hormones nécessaires au développement des tractus génitaux mâles ou 

femelles (Stévant and Nef, 2019).  

 
A.  Les cellules de Sertoli  

 

         

             

                 

            

        

            

 

a. Sry (Sex-determining Region of Y chromosome) 

Durant de nombreuses années, des équipes ont cherché à identifier le facteur déterminant la 

formation du testicule appelé TDF pour « testis-determining factor ». Dans les années 1990 

l’équipe de Robin Lovell-Badge a notamment étudié des patients XX qui présentaient un 

phénotype masculin et possédaient une portion de chromosome Y. Grâce à ces études, ils ont 

pu déterminer la portion minimum du chromosome Y requise pour induire une différenciation 

masculine. Puis, dans cette portion du chromosome Y ils ont découvert un gène qu’ils ont 

appelé Sry pour « Sex-determining Region of Y chromosome » qui constitue le TDF chez 

l’homme et chez la souris (Gubbay et al., 1990 ; Sinclair et al., 1990). Le gène Sry localisé sur 

le chromosome Y code pour un facteur de transcription contenant un domaine de liaison à 

2. Développement de la gonade

 Les cellules de l’épithélium cœlomique NR5A1-positives présentes dans l’épithélium 
cœlomique sont les précurseurs des cellules de Sertoli (CS) du testicule (Karl and Capel, 1998). 
Les CS sont les premières cellules à se différencier dans les testicules (Magre et Jost 1980). 
La différenciation des CS est un phénomène rapide et dynamique qui fait intervenir des 
vagues  d’expression  de  gènes  avec  plusieurs  étapes  intermédiaires  d’activation  ou 
répression et des pics de coexpression que nous décrirons ci-dessous (Table 2) (Stévant et al., 
2018).
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2.1. Le testicule fœtal : Différenciation des cellules somatiques 



 
 
 
 
Gène Nom complet Fonctions dans le testicule  Référence 

Sry Sex-determining Region 
of Y chromosome  

Induire la différenciation masculine  
Induire l’expression de Sox9 via TESCO et Enh 13 

Sinclair et al., 1990 ; Gubbay et al., 1990 ; 
Sekido and Lovell-Badge, 2008 ; Gonen et 
al., 2017 

Sox9 SRY-Box Transcription 
Factor 9 

Induire la différenciation des cellules de Sertoli  
Induire l’expression d’Amh  
Maintenir l’identité masculine et la fertilité chez le mâle  

Chaboissier et al., 2004 ; Bi et al., 2001 ; 
Barrionuevo et al., 2009 ; Lavery et al., 
2011 ; Shen et al., 1994 ; Giuili et al., 1997; 
De Santa Barbara et al., 1998;  Arango et 
al., 1999 ; Arango et al., 1999; Tremblay et 
al., 2001a 

Dmrt1  Dsx and Mab-3-related 
Transcription factor 1 Maintien de l’identité masculine  Matson et al., 2011; Raymond et al., 2000 ; 

Fahrioglu et al., 2006 

Amh Anti-Müllerian Hormone Dégénérescence des canaux de Müller chez le mâle Behringer et al., 1994 ; Mishina et al., 1996 
; Bouchard et al., 2019 

Dhh  Desert hedgehog Différenciation des cellules interstitielles  
Bitgood et al., 1996 ; Clark et al., 2000 ; 
Pierucci-Alves et al., 2001 ; Yao et al., 
2002 

Sox8 SRY-Box Transcription 
Factor 8 

Bon déroulement de la spermatogénèse 
Maintien de l’architecture testiculaire 
Capable de compenser l’action de Sox9 pour activer Amh 

Sock et al., 2001 ; Bryan et al., 2008 ; 
Singh et al., 2013 ; Schepers et al., 2003 

Sox10 SRY-Box Transcription 
Factor 10 

Induire l’expression de Sox9 via TESCO 
Capable de compenser l’action de Sox9 pour activer Amh Polanco et al., 2009 

Sox3  SRY-Box Transcription 
Factor 3 

Induire l’expression de Sox9 via TESCO 
Capable de compenser l’action de Sox9 pour activer Amh 
Impliqué dans le bon déroulement de la spermatogénèse  

Sutton et al., 2011 ; Weiss et al., 2003 

Sox4 SRY-Box Transcription 
Factor 4 

Impliqué dans la différenciation des cellules germinales et dans 
l’organisation des cordons séminifères  
Induire l’expression de Sox9 via TESCO 

Zhao et al., 2017 

Wt1 Wilm’s tumor suppressor 
1 

Activation de Sry 
Régulation de l’expression de Nr5a1 
Différenciation des cellules somatiques de soutien et 
stéroïdogènes  

Chen et al., 2017 ; Gao et al., 2006)(Zhang 
et al., 2015 

Nr5a1  Steroidogenic factor 1 
Différenciation des cellules somatiques de soutien et 
stéroïdogènes  
Régulation de l’expression de Sox9 et Amh 

Anamthathmakula et al., 2019 

 
 
Table 2 : Gènes exprimés par les cellules de Sertoli et participants à la différenciation testiculaire  
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l'ADN caractéristique de la famille des protéines HMG pour « High-mobility group ». De plus, 

Sry fait partie de la famille des gènes Sox (Sry-related HMG box) comprenant 20 membres 

(Bowles et al., 2000).  

Chez la souris, Sry est le premier gène exprimé par les précurseurs des CS, appelés pré-CS, 

à partir de 10,50jpc et jusqu’à 12,50jpc avec un pic d’expression maximum à 11,50jpc 

(Koopman et al., 1990 ; Hacker et al., 1995 ; Jeske et al., 1995 ;  Bullejos and Koopman, 2001). 

L’ARNm et la protéine SRY sont d’abord détectés au centre des crêtes génitales à 10,50jpc 

pour ensuite s’étendre aux pôles postérieur et antérieur. A 11,50jpc, Sry/SRY est détecté sur 

toute la longueur des crêtes génitales (Wilhelm et al., 2005). L’expression de Sry durant cette 

fenêtre de temps précise est indispensable au développement du testicule. Si Sry est exprimé 

après 11,30jpc, l’activation des gènes qu’il régule en aval est impossible ce qui provoque un 

développement ovarien (Hiramatsu et al., 2009). De la même manière, une expression 

insuffisante de Sry ne permet pas d’induire l’activation des gènes en aval (Wilhelm et al., 2009).  

La régulation spatiotemporelle précise de Sry nécessite de nombreux facteurs et 

modifications épigénétiques dont les mécanismes d’action restent encore à élucider (Figure 5). 

Néanmoins, on sait que WT1 et plus particulièrement son isoforme +KTS régule à la hausse 

l’expression de Sry. En effet, l’invalidation de l’isoforme +kts chez la souris induit une forte 

diminution de l’expression de Sry ainsi qu’une diminution de la prolifération des pré-CS. A 

terme cela conduit à un nombre insuffisant de CS dans le testicule, ce qui est aussi observé chez 

les patients atteints du syndrome de Frasier (Hammes et al., 2001 ; Bradford et al., 2009 ; 

Hossain and Saunders, 2001). Il est cependant impossible de dire si la diminution d’ARN 

messager de Sry est causée par une diminution de l’expression du gène, ou par une instabilité 

de l’ARN messager produit. Cette question est légitime quand on sait que l’isoforme +KTS a 

une meilleure affinité de liaison avec les ARN comparé à l’ADN (Kennedy et al., 1996 ; 

Caricasole et al., 1996). Par ailleurs, chez la souris, l’implication de Sry dans la prolifération 

cellulaire a été montrée par l’équipe de Blanche Capel en quantifiant les cellules en prolifération 

grâce à l’incorporation de la 5′-bromo-2′-deoxyuridine (BrdU) (Schmahl et al., 2000) 

Le facteur de transcription GATA4 et son cofacteur FOG2 (Zinc finger protein ZFPM2) 

sont aussi impliqués dans la régulation de Sry de manière dose dépendante (Tevosian et al., 

2002). Ainsi, une mutation dans le gène Gata4 empêchant l’interaction avec FOG2 (Tevosian 

et al., 2002), comme l’invalidation de Fog2 ou Gata4 (Bouma et al., 2007 ; Manuylov et al., 

2011), conduit à une diminution de l’expression de Sry entraînant des défauts de différenciation 

des CS et des CL.  
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Figure 5 : Modèle de la régulation positive de Sry  
Sry est hypométhylé durant sa fenêtre d’expression par des mécanismes qui restent à déterminer. Sry 
subit aussi un remplacement des marques épigénétiques répressives de la transcription au profit de 
marques permissives. On constate une réduction de la présence de la marque H3K9me2 sous l’action de 
KDM3A et une augmentation de la présence de H3K27ac grâce à l’action du complexe P300/CBP. Pour 
réguler l’expression de Sry à la hausse GATA4 doit être phosphorylé pour être actif. Cette activation est 
effectuée par une voie faisant intervenir plusieurs MAPK. GADD45g fixe et active MAP3K4 qui va, à 
son tour, activer la voie des p38 MAPK par phosphorylation pour permettre la phosphorylation de 
GATA4. De plus, GATA4 doit être associé à son cofacteur FOG2 pour se fixer au promoteur de Sry et 
l’activer. Puis, WT1+KTS pourrait être impliqué dans la stabilisation de l’ARNm de Sry. Enfin, CBX2 
est impliqué dans la régulation positive de Sry par un mécanisme encore inconnu. En revanche, CBX2 
interagit physiquement avec Nr5a1 pour augmenter son expression. 
Adapté de (Tanaka and Nishinakamura, 2014) 
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De la même manière, Gadd45g (growth arrest and DNA damage-inducible protein 

GADD45 gamma) code une protéine de la famille des protéines de réponse au stress (stress-

response protein). Son invalidation chez la souris provoque une diminution et un retard de 

l’expression de Sry conduisant à une inversion du sexe chez les mâles. Par ailleurs, chez les 

mutants Gadd45g la voie de signalisation des p38 MAPK est altérée (Gierl et al., 2012). 

L’invalidation de Map3k4 (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4), acteur de la voie 

de signalisation des p38 MAPK, conduit au même phénotype que l’invalidation de Gadd45g 

(Bogani et al., 2009). De plus, la surexpression de Map3k4 permet de restaurer un phénotype 

normal chez les animaux mutants pour Gadd45g (Warr et al., 2012). Enfin, il a été montré que 

Gadd45g est un régulateur direct de la voie des MAPK (Takekawa and Saito, 1998). Ces études 

ont permis de mettre en évidence une voie de régulation de Sry. En résumé, GADD45g active 

MAP3K4 qui va, à son tour, permettre la phosphorylation de GATA4. C’est la forme 

phosphorylée de GATA4 qui se fixe à Sry pour activer son expression (Gierl et al., 2012 ; Warr 

et al., 2012).  

Chez les souris invalidées pour Cbx2 on observe aussi une diminution de l’expression de 

Nr5a1 et Sry provoquant une inversion du sexe chez les mâles. Ce phénotype peut être corrigé 

en surexprimant Sry chez les animaux mutants. Néanmoins, aucune interaction directe en CBX2 

et Sry n’a été montrée (Katoh-fukui et al., 1998 ; Katoh-Fukui et al., 2005 ; Katoh-Fukui et al., 

2012). Chez l’homme et le porc, NR5A1 est capable de se fixer sur le promoteur de SRY (de 

Santa Barbara et al., 2001 ; Pilon et al., 2003). Malheureusement, ces sites de fixations ne sont 

pas conservés chez la souris. Par contre, d’autres sites potentiels de fixation de NR5A1 ont été 

trouvés chez la souris. Il reste maintenant à savoir si les sites de fixation de NR5A1 sur Sry 

participent à la régulation de son expression et si CBX2 intervient dans cette régulation.  

Des modifications épigénétiques sont aussi impliquées dans la régulation de l’expression 

de Sry, notamment la méthylation de l’ADN. En effet, durant la période d’activation de 

l’expression de Sry entre 10,50jpc et 12,50jpc, son promoteur est hypométhylé. En dehors de 

cette fenêtre d’expression et dans les tissus où Sry n’est pas exprimé il est hyperméthylé 

(Nishino et al., 2004). Des études ont montré que cette déméthylation pouvait être dûe à l’action 

de GADD45g, connu pour promouvoir la déméthylation de certains gènes (Barreto et al., 2007 

; Schüle et al., 2019). Mais l’invalidation de Gadd45g n’induit pas d’hyperméthylation de Sry 

(Gierl et al., 2012 ; Warr et al., 2012). Les mécanismes conduisant à l’hypométhylation de Sry 

durant son expression dans la gonade restent à élucider. Dans leur étude, Christof Niehrs et son 

équipe montrent aussi un enrichissement des marques d’histones activatrices de la transcription 
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Figure 6 : Modèle d’action de KDM3A pour réguler l’expression de Sry chez la souris 
En situation normale l’enzyme KDM3A (Lysine Demethylase 3A) est responsable de la déméthylation 
de H3K9m2 et permet l’accessibilité de la chromatine et par conséquent l’expression de Sry.  
Lors de l’invalidation de Kdm3a le complexe GLP/G9a est responsable de la méthylation de H3K9 
rendant la chromatine inaccessible aux facteurs de transcription permettant l’expression de Sry.  
Adapté de (Kuroki et al., 2017) 
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comme H3K4me3. La présence de ces marques n’est pas affectée par l’inactivation de Gadd45g 

et leur mode de régulation reste inconnu à ce jour (Gierl et al., 2012).  

Dans le même temps, durant l’expression de Sry on constate d’autres modifications des 

marques d’histone. Le gène Kdm3a (Lysine Demethylase 3A) (aussi appelé Tsga, Jhdm2a et 

Jmjd1a) code pour une enzyme responsable de la déméthylation de H3K9m2, marque réprimant 

la transcription. Lors de l’invalidation de Kdm3a chez la souris, on constate une augmentation 

de la présence de la marque H3K9me2 au niveau de Sry et une diminution de l’expression de 

Sry (Kuroki et al., 2013). Ce phénotype peut être restauré en administrant un inhibiteur du 

complexe GLP/G9a qui est responsable de la méthylation de H3K9 (Kuroki et al., 2017). Ces 

études ont permis de conclure que l’expression de Sry nécessite la déméthylation de H3K9me2 

réalisée par KDM3A qui contrecarre l’action du complexe GLP/G9a (Figure 6).  

Enfin, le complexe composé de deux histones acétyltransférases P300 et CBP (CREB 

binding protein) permet d’augmenter sur Sry la présence de la marque activatrice de la 

transcription H3K27ac. Ainsi, l’absence du complexe P300/CBP conduit à une diminution de 

l’expression de Sry et une inversion du sexe chez les mâles mutants (Carré et al., 2018).  

 

b. SOX9 (SRY-Box Transcription Factor 9) 

Une fois exprimé, SRY va réguler à la hausse l’expression de sa cible directe Sox9 entre 

11,00jpc et 11,50jpc. SOX9 (SRY-Box Transcription Factor 9) est un facteur de transcription 

faisant partie de la famille des « SRY-related HMG box » (Morais et al., 1996). Cette famille 

est caractérisée par la présence d’un domaine de liaison à l’ADN HMG et peut-être subdivisée 

en plusieurs sous-groupes. Les gènes Sox sont connus pour réguler le développement 

embryonnaire à plusieurs niveaux (Bowles et al., 2000). Avant 11,50jpc, Sox9 est exprimé à un 

faible niveau basal par les précurseurs NR5A1-positifs indépendamment du sexe 

chromosomique (Zhao et al., 2018 ; Morais et al., 1996). Puis, c’est l’expression de Sry qui 

permet une augmentation importante de l’expression de Sox9 chez le mâle. Comme pour 

l’initiation de l’expression de Sry, l’initiation de l’expression de Sox9 ne se fait pas de manière 

homogène dans toute la crête génitale. Elle débute au centre des crêtes génitales pour s’étendre 

aux pôles antérieur et postérieur (Bullejos and Koopman, 2005). Plusieurs études ont mis en 

évidence que SRY régule l’expression de Sox9 via différents mécanismes.  

Premièrement, Sekido et Lovell-Badge ont généré un modèle de souris transgénique 

porteuse d’un chromosome artificiel bactérien comportant une portion de la séquence en amont 

et en aval du site d’initiation de transcription (TSS) de Sox9 mesurant 120kb (kilobase). Grâce 
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au rapporteur LacZ aussi ajouté, ils ont pu suivre l’activité transcriptionnelle du transgène. 

Ainsi, ils ont mis en évidence l’existence d’une portion minimale suffisante pour récapituler 

l’expression de Sox9 dans la gonade. Cette portion localisée à environ 10kb du TSS de Sox9 a 

été nommée TES pour « Testis-specific Enhancer of Sox9 ». Puis, ils ont identifié, toujours 

grâce à l’ajout du rapporteur LacZ, une région de 1,4kb en amont de Sox9 qui est hautement 

conservée dans plusieurs espèces et qui a été nommée TESCO pour « TES core ». Ils ont alors 

montré que cet élément TESCO est suffisant pour activer l’expression de Sox9. Enfin, grâce à 

des expériences de ChiP, les auteurs ont montré que SRY et NR5A1 se fixent directement sur 

la séquence TESCO pour activer l’expression de Sox9. De plus, les données de ChiP montrent 

que SOX9 est aussi capable de se fixer sur la séquence TESCO. Ainsi, une fois que Sry n’est 

plus exprimé à 13,50jpc, SOX9 se fixe sur les sites anciennement occupés par SRY pour 

s’autoréguler (Sekido and Lovell-Badge, 2008). Plus récemment, la technologie CRISPR/Cas9 

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) a permis de générer des modèles 

murins dans lesquels les régions TES ou TESCO sont absentes. Ces animaux XY présentent 

une diminution de l’expression de Sox9 d’environ 50%, mais pas de phénotype d’inversion du 

sexe (Gonen et al., 2017). De manière logique, on observe le même phénotype chez les animaux 

hétérozygotes dont une copie de Sox9 est invalidée (Bi et al., 2001 ; Chaboissier et al., 2004 ; 

Barrionuevo et al., 2006 ; Lavery et al., 2011). En revanche l’invalidation d’une copie de Sox9 

et l’absence de la région TES provoquent une baisse de l’expression de Sox9 de 80%, une 

diminution de l’expression d’Amh et entraîne la différenciation des gonades en ovotesticule 

exprimant Foxl2 (Gonen et al., 2017). Ces études ont permis d’établir qu’en dessous du seuil 

de 20% d’expression de Sox9, une souris XY subira une différenciation partielle ou totale des 

gonades en ovaire. Enfin, chez la souris, l’absence des régions TES et TESCO n’induit qu’une 

diminution de 50% de l’expression de Sox9 ce qui permet d’affirmer que SRY doit réguler 

l’expression de Sox9 par d’autres mécanismes (Gonen et al., 2017). En revanche chez l’homme 

une diminution de 50% de l’expression de SOX9 est suffisante pour générer une réversion du 

sexe chez les patients XY (Wagner et al., 1994). De la même manière, une duplication de SOX9 

provoque une inversion du sexe chez les patients XX (Huang et al., 1999).  

Un second mécanisme a été mis en évidence en 2018 en utilisant les techniques 

d’ATAC-seq pour « Assay for Transposase-Accessible Chromatin » et de DNaseI-seq pour 

« Deoxyribonuclease I hypersensitive site sequencing » qui permettent d’étudier l’accessibilité 

de la chromatine. Les résultats de ces techniques ont été couplés avec des données de ChiP en 

utilisant un anticorps dirigé contre la marque d’histone H3K27ac, une marque activatrice de la 

transcription. Ensemble, ces données permettent d’identifier des régions où la chromatine est 
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Figure 7 : Localisation des sites potentiels de liaison des facteurs de transcription dans Enh13 à 
travers l'évolution. 
Prédiction des localisations des sites de fixations des facteurs de transcription liés à la détermination du 
sexe sur Enh13 dans différentes espèces. 
Issu de (Gonen et al., 2018).   
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accessible et transcriptionellement active. Ainsi, les auteurs ont découvert la présence d’une 

nouvelle région régulatrice de l’expression de Sox9 appelée Enh13 (Enhancer 13). Enh13 

mesure 557pb (paires de bases) et est situé à 565kb en amont du TSS de Sox9. Sa séquence est 

très conservée chez les mammifères et comporte plusieurs sites consensus de fixation pour des 

facteurs de transcription (Figure 7). Son absence provoque une inversion de sexe chez les mâles 

avec les expressions de Sox9 et Foxl2 comparables à une gonade femelle contrôle. Pour savoir 

si SRY est capable de se fixer à Enh13, les auteurs ont réalisé des expériences de ChiP. Ils ont 

constaté que SRY se fixe préférentiellement à Enh13 à 11,50jpc plutôt qu’à TESCO. En 

revanche à partir de 13,50jpc, SOX9 se fixe à Enh13 autant qu’à TESCO. De plus, en l’absence 

de Enh13 on observe une augmentation de l’expression de Sry, indiquant que SOX9 est 

impliqué dans la régulation à la baisse de Sry. Ces données permettent de conclure que 

l’initiation de l’expression de Sox9 est régulée par SRY via Enh13 plutôt que TESCO. Ainsi, 

l’absence de Enh13, ne permet pas une expression suffisante de Sox9, si bien que ses gènes 

cibles impliqués dans la différenciation des CS ne sont pas activés provoquant l’inversion du 

sexe. Par la suite, le maintien de l’expression de Sox9 dépendra de la fixation de SOX9 sur 

TESCO et Enh13 à des niveaux comparables. Compte tenu du nombre important de sites 

consensus de fixation pour des facteurs de transcription sur Enh13, il serait intéressant de savoir 

si NR5A1 ou d’autres facteurs de transcription entrent en jeu dans cette régulation (Gonen et 

al., 2018).  

Une fois que l’expression de Sry est abolie, la maintenance de l’expression de Sox9 est 

indispensable pour achever la différenciation des CS et la formation du testicule. Le maintien 

de l’expression de Sox9 est possible grâce à deux autres boucles de régulation (Figure 8).  

          

            

                   

            

             

                  

               

              

             

          

               

             

47

 Une première boucle de régulation fait intervenir PTGDS (prostaglandin D synthase) aussi 
appelée L-PGDS ou PGDS et la prostaglandine D2 (PGD2). PTGDS est l’enzyme responsable 
de la production de PGD2. Ptgds est exprimé juste après Sox9 et Sry à 11,75 jpc, en suivant la 
même dynamique d’expression, laissant penser à une possible régulation de Ptgds par SOX9 et 
SRY (Adams and McLaren, 2002). Finalement des études ont montré que seul SOX9 est 
capable de se fixer sous forme de dimère sur le promoteur de Ptgds et de l’activer (Wilhelm et 
al., 2007). Puis, il a été vu que l’ajout de PGD2 dans des cultures d’ovaire XX induit 
l’expression de Sox9 et Amh (Adams and McLaren, 2002 ; Wilhelm et al., 2005). L’étude de 
Wilhelm a aussi mis en évidence que PGD2 agit comme un signal paracrine dans des cultures 
de testicules en recrutant des cellules SRY-négatives vers un destin Sertolien en leur permettant 
d’exprimer Sox9 et Amh (Wilhelm et al., 2005). Par ailleurs, à partir de 11,50jpc, quand 
l’expression de Sox9 augmente chez les mâles, SOX9 n’est plus détecté dans le cytoplasme des



 
 
 
 

 
 
Figure 8 : Modèle moléculaire des interactions géniques dans le développement du testicule. 
SRY et NR5A1 régulent ensemble l'expression de Sox9, puis déclenchent une cascade d’expression de 
gènes permettant le développement des testicules. 
Sox9 maintient sa propre expression grâce à ses boucles de régulation faisant intervenir d’une part FGF9 
et FGFR2 et d’autre part PTGDS et PGD2. FGF9 et FGFR2 sont aussi impliqués dans la prolifération 
des cellules de Sertoli alors que PTGDS et PGD2 sont nécessaires au recrutement de cellules SRY-
négatives vers un destin Sertolien. 
L’expression de Sox9 permet aussi l’expression d’Amh et Cyp26b1 à l’aide de ses partenaires. AMH 
intervient dans la régression des canaux de Müller et CYP26B1 dans le maintien des cellules germinales 
dans un état non méiotique. Sox9 peut être compensé par d’autres membres de la famille des Sox à 
différents niveaux qui sont indispensables au maintien de l’identité masculine de la gonade. Après la 
détermination sexuelle, Dmrt1 aura pour rôle de maintenir l’identité sexuelle masculine en antagonisant 
notamment Folx2.  
Adapté de (She and Yang, 2017) 
  

48



 

cellules et devient nucléaire (Zhao et al., 2018 ;Morais et al., 1996). L’équipe de Brigitte Boizet-

Bonhoure a mis en évidence le mécanisme par lequel SOX9 est transporté vers le noyau. PGD2 

est capable de se lier à deux récepteurs dont le récepteur DP1 (DP receptor associated to adenyl-

cyclase and intracellular cAMP production). La liaison de PGD2 à DP1 permet la stimulation 

de la voie AMP-c qui active la protéine kinase A, responsable de la phosphorylation de SOX9. 

Puis, la forme phosphorylée de SOX9 sera prise en charge par l’importine-bêta pour être 

transportée dans le noyau (Malki et al., 2005). L’invalidation de Ptgds entraîne une baisse de 

l’expression de Sox9 et sa localisation cytoplasmique ; le développement de la gonade est alors 

retardé. Néanmoins, à partir de 17,50jpc le retard de développement est rattrapé et les gonades 

des animaux mutants sont comparables à celles des animaux contrôles. Ces résultats suggèrent 

que PTGDS et PGD2 sont responsables en parti du maintien de l’expression de Sox9 mais sont 

dispensables pour la différenciation sexuelle (Moniot et al., 2009).  

            

         

            

               

                

               

                  

           

             

            

          

              

                

            

          

              

                 

           

           

             

Pour étudier le rôle central de Sox9 durant la différenciation sexuelle et le développement 

du testicule plusieurs modèles murins ont été générés pour l’invalidation ou la surexpression de 
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 La seconde boucle de régulation est indépendante de la boucle PTGDS/PGD2. Elle 
implique le facteur de croissance FGF9 (fibroblast growth factor) et son récepteur FGFR2 
(fibroblast growth factor receptor) à activité tyrosine kinase (Kim et al., 2006). FGF9 et 
FGFR2 sont détectés très tôt dans le développement de la gonade. A 11,50jpc, Fgf9 est présent 
dans les gonades femelles et mâles puis, à partir de 12,50jpc, il est exprimé uniquement dans 
les gonades mâles (Colvin et al., 2001 ; Schmahl et al., 2004). FGFR2 est détecté chez les deux 
sexes, à la surface des cellules à 11,00jpc puis, à partir de 11,50jpc il devient nucléaire dans les 
gonades mâles. Cette translocation nucléaire coïncide avec l’expression de Sox9 dans la gonade 
mâle (Schmahl et al., 2004). L’invalidation de Fgf9 ou Fgfr2 chez les animaux XY provoque 
un phénotype sexuel similaire à savoir, une hypoplasie des gonades et une inversion du sexe, 
variable en fonction du fond génétique des souris. De plus, les animaux XY invalidés présentent 
une baisse de l’expression de Sox9 et Amh, et une diminution de la prolifération des CS (Colvin 
et al., 2001 ; Schmahl et al., 2004 ; Kim et al., 2007). Néanmoins, ces études montrent aussi 
que FGF9 n’est pas nécessaire pour l’induction de l’expression de Sox9, mais plutôt pour son 
maintien (Colvin et al., 2001). De plus, l’invalidation Sox9 influence à la baisse l’expression de 
Fgfr2 et Fgf9 ainsi que la localisation nucléaire de FGFR2 (Bagheri-Fam et al., 2008 ; Kim et 
al., 2006). Il a aussi été observé que l’ajout de FGF9 sur des cultures in vitro de gonade XX 
induit l’augmentation de l’expression de Sox9 (Kim et al., 2006). Toutes ces études ont permis 
de conclure que SOX9 permet l’initiation de l’expression de FGFR2 et FGF9, qui participent 
ensuite au maintien de l’expression de Sox9 et à la prolifération des CS (Figure 8).



 

Sox9. Pour commencer, il a été observé que l’inactivation d’une copie de Sox9 ne provoque pas 

d’inversion du sexe chez les animaux XY (Bi et al., 2001). Puis, l’équipe d’Andreas Schedl a 

inséré un chromosome artificiel de levure permettant l’expression de Sox9 sous le contrôle du 

promoteur Wt1 dans les cellules somatiques de souris XX. D’autres modèles exprimant Sox9 

chez des souris XX via différentes techniques ont été générés et les auteurs de ces études sont 

arrivés à la même conclusion de l’équipe d’Andreas Schedl (Vidal et al., 2001 ; Bishop et al., 

2000) : l’expression ectopique de Sox9 chez une souris XX est suffisante pour induire le 

développement d’un système urogénital mâle. De la même manière, l’expression de Sox9 en 

l’absence de Sry chez des souris XY est suffisante pour permettre un développement normal et 

la fertilité des souris (Qin and Bishop, 2005). Plus tard, des équipes ont développé des modèles 

invalidés pour Sox9 en utilisant le système Cre-lox. Ce système leur a permis d’invalider Sox9 

dans un type cellulaire précis et à un moment défini. Ainsi, l’invalidation de Sox9 dans les CS 

avant la différenciation sexuelle provoque un inversion complète du sexe chez les animaux XY 

qui présentent alors des ovaires partiellement fertiles (Barrionuevo et al., 2006)(Lavery et al., 

2011). A l’inverse, l’invalidation de Sox9 après la différenciation sexuelle n’empêche pas le 

développement normal des testicules dans lesquels les cordons séminifères sont formés. 

Néanmoins, à terme ces animaux sont stériles (Chaboissier et al., 2004a ; Barrionuevo et al., 

2009). Ces études montrent que chez la souris, un certain seuil d’expression de Sox9 pendant 

la différenciation sexuelle est essentiel, mais surtout suffisant, pour permettre le développement 

du testicule et la différenciation des CS.  

 

c. Autres membres de la famille des Sox 

La famille des gènes Sox est subdivisée en plusieurs groupes. Sox9 appartient au groupe E 

avec Sox8 et Sox10 (Bowles et al., 2000). Les homologies de séquences entre ces trois membres 

posent la question de leur possible redondance fonctionnelle dans le cadre de la différenciation 

sexuelle et du développement des testicules. L’expression de Sox8 et Sox10 est détectée dans 

les cellules somatiques puis dans les CS à partir de 12,5jpc et 11,5jpc, respectivement (Polanco 

et al., 2009; Schepers et al., 2003).  

Pour commencer, l’invalidation de Sox8 ne provoque pas de phénotype testiculaire à la 

naissance mais une infertilité apparaît progressivement pour être totale à l’âge de 5 mois. A ce 

stade, les tubes séminifères présentent des vacuoles, moins de cellules germinales et 

l’épididyme contient des cellules germinales arrondies au lieu de spermatozoïdes (Sock et al., 

2001 ; Bryan et al., 2008). Cette désorganisation progressive est causée par une dérégulation de 
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l’expression de la Claudine 3, une protéine responsable de la formation des jonctions serrées 

créées par les CS, une déstabilisation des microtubules et une augmentation de la perméabilité 

de la barrière hémato-testiculaire. D’ailleurs des expériences complémentaires ont révélé que 

SOX8 est capable de se fixer au promoteur de la Cldn3 (Singh et al., 2013). Ce phénotype est 

comparable à celui provoqué par l’invalidation de Sox9 après la différenciation sexuelle 

(Chaboissier et al., 2004a ; Barrionuevo et al., 2009). Ainsi, pour déterminer si SOX8 était 

capable de compenser l’action de SOX9, des équipes ont généré des modèles murins invalidés 

pour Sox9 et Sox8 simultanément. Quand l’invalidation a lieu avant la différenciation sexuelle, 

les souris présentent un phénotype plus sévère que lors de l’invalidation de Sox9. En effet, cette 

double invalidation provoque la perte des CS et des CL ainsi qu’une inversion du sexe chez les 

animaux XY (Chaboissier et al., 2004b). De la même manière, la double invalidation après la 

différenciation sexuelle, aggrave le phénotype observé lors d’une simple invalidation de Sox9. 

Les tubes séminifères sont absents à la naissance, les gonades n’expriment plus Amh mais des 

gènes pro-ovariens, et le système uro-génitale est féminisé (Barrionuevo et al., 2009). Les 

auteurs expliquent que SOX9 et SOX8 sont nécessaires pour maintenir l’expression de Dmrt1. 

En effet, en l’absence de SOX9 et de SOX8, l’expression de Dmrt1 diminue conduisant à 

l’augmentation de l’expression de Foxl2 et donc à la féminisation du testicule avant la mort des 

CS et la dégénérescence de la gonade (Barrionuevo et al., 2016). De plus, SOX8 est capable in 

vitro d’interagir directement avec NR5A1 sur le promoteur de Amh pour activer son expression, 

comme SOX9 (Schepers et al., 2003). Toutes ces données suggèrent que Sox9 est essentiel 

avant la différenciation sexuelle mais que Sox8 est capable de compenser certaines de ses 

fonctions. Par contre, après la détermination du sexe, Sox9 et Sox8 sont nécessaires pour 

permettre le développement normal du testicule et la création d’un environnement favorable à 

la spermatogénèse.  

Sox10 quant à lui est d’abord exprimé à un faible niveau dans les deux sexes à 10,50jpc, 

puis il n’est détecté que dans le noyau des CS à partir de 11,50jpc. L’expression ectopique de 

Sox10 chez des souris XX provoque une inversion complète du sexe. L’expression de Foxl2 est 

diminuée alors que les expressions de Ptgds, Sox9 et Amh sont augmentées. In vitro les auteurs 

ont montré que SOX10 est capable d’activer le promoteur d’Amh en partenariat avec NR5A1. 

SOX10, toujours avec NR5A1, est aussi capable d’activer TESCO d’une manière plus 

importante que SRY mais moins important que SOX9 (Polanco et al., 2009). Cette étude permet 

de penser que Sox10 a un rôle dans la différenciation sexuelle. Néanmoins, bien que 

l’expression ectopique de Sox10 induise une inversion du sexe chez des animaux XX il est 
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possible que son invalidation chez des animaux XY avant la différenciation sexuelle n’entraîne 

pas de phénotype d’inversion sexuelle.  

Dans la famille des gènes Sox, Sox3 fait partie du groupe B1. De la même manière que 

Sox10, l’expression ectopique de Sox3 chez des souris XX provoque une inversion complète du 

sexe. Toujours comme SOX10, SOX3 est capable d’activer TESCO en partenariat avec NR5A1 

(Sutton et al., 2011). Par contre, l’invalidation de Sox3 ne provoque pas de phénotype visible à 

la naissance. Adultes, les animaux mutants présentent une hypofertilité et une réduction globale 

de leur poids (Weiss et al., 2003).  

Dans le groupe C, on retrouve Sox4 qui est fortement exprimé dans les cellules somatiques 

des gonades dans les deux sexes. Son invalidation chez le mâle provoque un allongement de la 

gonade et une augmentation du nombre de codons séminifères. Chez ce mutant les cellules 

germinales présentent une surexpression des gènes de pluripotence et une diminution de 

l’expression des gènes de différenciation comme Nanos2 et Dnmt3l. De plus, il a été montré 

que SOX4 est capable de moduler à la baisse l’expression de Sox9 en se fixant à son élément 

de régulation TESCO. Les autres membres du groupe C à savoir Sox11 et Sox12 sont aussi 

capables d’influencer l’expression de Sox9 mais de manière moins importante (Zhao et al., 

2017).  

Les fonctions exactes de chaque gène Sox dans le contexte du développement testiculaire 

normal sont compliquées à appréhender. En effet, les études montrent que les gènes SOX sont 

exprimés au même moment, par les mêmes cellules, et peuvent partager les mêmes cibles. Ces 

redondances fonctionnelles permettent d’amplifier et soutenir l’activation de l’expression des 

gènes pro-testiculaires.  

 

d. Dmrt1(Dsx and Mab-3-related Transcription factor 1) 

DMRT1 (Dsx and Mab-3-related Transcription factor 1) est un facteur de transcription 

exprimé dans les gonades bipotentes XX et XY à partir de 10,50jpc et jusqu’à 13,50jpc. Ensuite, 

l’expression de Dmrt1 présente un dimorphisme sexuel : Dmrt1 est plus fortement exprimé 

chez le mâle dans les CS et les cellules germinales (De Grandi et al., 2000 ; Raymond et al., 

2000 ; Lei et al., 2007). La surexpression de Dmrt1 dans des gonades fœtales de souris XX 

provoque une inversion du sexe. Après la naissance, les animaux présentent un système 

urogénital masculin. De plus, les gonades n’expriment plus les gènes spécifiques des cellules 

de la granulosa à savoir Foxl2 et Wnt4 mais expriment Sox9 qui est un marqueur spécifique des 

CS. Dans ce cadre, Dmrt1 est capable d’induire la différenciation masculine d’une gonade XX 
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en l’absence de Sox9 et Sry (Lindeman et al., 2015 ; Zhao et al., 2015). De manière surprenante, 

l’invalidation de Dmrt1 chez des souris XY n’a pas d’effet sur le développement de la gonade 

au stade embryonnaire. En revanche, après la naissance, on observe une reprogrammation des 

cellules somatiques. Cette reprogrammation se manifeste par une baisse de l’expression des 

gènes considérés comme « pro-testiculaire » à savoir Sox8, Sox9 et Ptgds au profit de gènes 

pro-ovariens comme Foxl2, Ers1, Ers2, Wnt4 et Rspo1 (Matson et al., 2011 ; Raymond et al., 

2000). De plus, les CS ne cessent de proliférer, ne se polarisent pas et ne présentent pas de 

jonctions serrées (Raymond et al., 2000 ; Fahrioglu et al., 2006). Dans le même temps, les 

cellules germinales ne parviennent pas à réaliser la méiose et meurent progressivement 

(Fahrioglu et al., 2006). Dans un contexte normal, DMRT1 est capable d’inhiber l’expression 

de Foxl2 chez le mâle pour empêcher les CS de se reprogrammer en cellule de la granulosa. 

Dans ce sens, il a été montré que DMRT1 se fixe sur des séquences proches des gènes 

spécifiques des cellules de la granulosa qui sont notamment : Foxl2, Ers1, Ers2 et Wnt4 

(Matson et al., 2011). Pour conclure, ces études montrent que Dmrt1 est dispensable pour initier 

et réaliser la différenciation sexuelle chez le mâle, qui se déroule normalement en son absence. 

En revanche, Dmrt1 a un rôle important dans le maintien de l’identité masculine après la 

naissance.  

 

e. Amh (Anti-Müllerian Hormone) 

AMH (Anti-Müllerian Hormone) aussi appelée MIS (Müllerian Inhibiting Substance) est 

une hormone de la super-famille des TGF-β (Transforming Growth Factor-β). Amh est exprimé 

par des CS dans la gonade masculine peu de temps après Sox9, à partir de 12,50jpc 

(Munsterberg and Lovell-Badge, 1991 ; Behringer et al., 1994). AMH est responsable de la 

régression des canaux de Müller durant le développement embryonnaire, entre 13,50jpc et 

14,50jpc (Gao et al., 2006). Son invalidation complète, comme celle de son récepteur Amhr2 

(Müllerian Inhibiting Substance Receptor II), provoque une persistance des dérivés des canaux 

de Müller. Ainsi, en plus d’un système urogénital masculin, les animaux XY possèdent aussi 

un utérus, un vagin et un oviducte. Par contre, l’invalidation d’une seule copie ne provoque pas 

de phénotype, indiquant que 50% de l’expression d’Amh ou de son récepteur sont suffisantes 

pour permettre la régression totale des canaux de Müller (Behringer et al., 1994 ; Mishina et 

al., 1996 ; Bouchard et al., 2019). L’expression d’Amh est permise par SOX9 et NR5A1 qui 

ensemble se fixent sur son promoteur pour l’activer (Shen et al., 1994 ; Giuili et al., 1997 ; De 

Santa Barbara et al., 1998 ; Arango et al., 1999). De la même manière, SOX10 et SOX8 sont 
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aussi capables d’activer la transcription d’Amh en coopération avec NR5A1 (Schepers et al., 

2003 ; Polanco et al., 2009 ; Barrionuevo et al., 2009). L’isoforme -KTS de WT1 est aussi 

impliquée dans cette régulation en interagissant directement avec NR5A1. Par ailleurs, en 

l’absence de l’isoforme -KTS ou dans le contexte du syndrome de Denys-Drash, NR0B1 

(DAX1, dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, on chromosome X, 

gene 1) qui est un acteur pro-ovarien remplace l’isoforme -KTS pour interagir avec NR5A1 et 

empêcher l’expression d’Amh (Nachtigal et al., 1998). Plus tard, il a été montré que GATA4 

peut aussi activer l’expression d’Amh en coopération avec NR5A1 ou l’isoforme -KTS 

(Tremblay et al., 2001a ; Miyamoto et al., 2008). Ainsi, lors de l’inactivation par la technologie 

CRISPR/Cas9 du motif de fixation de GATA4 sur le promoteur d’Amh on constate une 

diminution significative de l’expression d’Amh au niveau transcriptionnel et protéique. 

Néanmoins, bien que significative, cette diminution n’a pas été suffisante pour induire la 

persistance des canaux de Müller et une féminisation du tractus génital (Bouchard et al., 2019). 

Pour conclure, il est important de noter que ces études ont relevé que seul SOX9 est 

indispensable pour l’initiation de l’expression d’Amh. Ainsi, les autres acteurs impliqués dans 

la régulation seraient plutôt des modulateurs agissant de manière complémentaire pour réguler 

la dose d’AMH produite (Arango et al., 1999 ; Tremblay et al., 2001a).    

 

f. Dhh (Desert hedgehog) 

DHH (Desert hedgehog) fait partie de la famille des protéines Hedgehog. Dhh est exprimé 

par les pré-CS à partir de 11,50jpc, juste après l’activation de l’expression de Sry (Bitgood et 

al., 1996). Son récepteur PTCH1 (Patched 1) est exprimé à partir de 12,50jpc à la surface des 

cellules interstitielles, c’est-à-dire les cellules de Leydig fœtales (CLF) et les cellules myoïdes 

péritubulaires (Yao et al., 2002). L’invalidation de Dhh provoque une désorganisation des tubes 

séminifères et un défaut de différenciation des CLF conduisant à la réduction de la taille des 

testicules. En effet, chez ces animaux les CLF sont presque totalement absentes et le petit 

nombre de CLF restantes n’expriment pas ou faiblement leurs marqueurs spécifiques. De plus, 

90% des animaux invalidés pour Dhh présentent un phénotype féminisé dans lequel la descente 

des testicules n’a pas eu lieu (Bitgood et al., 1996 ; Clark et al., 2000 ; Pierucci-Alves et al., 

2001 ; Yao et al., 2002). Enfin, l’expression ectopique de Dhh chez des animaux XX permet 

l’apparition de CLF visiblement fonctionnelles car capables d’induire la descente des ovaires 

chez ces animaux (Barsoum et al., 2009). Ces données mettent en évidence l’importance des 

pré-CS et des CS dans la différenciation des autres types cellulaires composant le testicule.  
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g. Wt1 (Wilm’s tumor suppressor 1) 

Comme décrit précédemment, Wt1 est exprimé très tôt durant le développement de la 

gonade bipotentielle. Pendant et après la différenciation sexuelle, Wt1 est normalement exprimé 

dans les pré-CS puis les CS. L’invalidation de Wt1 à plusieurs stades du développement a 

permis de déterminer le rôle de WT1 avant ou après la différenciation sexuelle. Ainsi, lorsque 

Wt1 est invalidé dans les CS entre 13,50jpc et 14,50jpc, les animaux présentent un défaut 

d’organisation des tubes séminifères à partir de 15,50jpc, la perte d’expression de Sox9, Sox8 

et Amh et une perte progressive des CS et des CG. Dans le même temps, un certain nombre de 

CS expriment Hsd3b1 (3β-hydroxysteroid dehydrogenase) qui est un marqueur spécifique des 

CL impliqué dans la stéroïdogenèse (Gao et al., 2006 ; Zhang et al., 2015). Par ailleurs, l’équipe 

de Fei Gao a mis en culture des CL de souris âgées de 21 jours surexprimant artificiellement 

Wt1. Après 48 heures de culture dans ces conditions, les CL expriment des gènes spécifiques 

des CS comme Sox9, Amh ou Ptgds au lieu des gènes spécifiques de la stéroïdogenèse comme 

Hsd3b1 ou Cyp19a1 (Zhang et al., 2015). Ces études permettent de conclure que WT1 est 

nécessaire pour maintenir l’expression de Sox9 en l’absence de Sry, mais aussi que Wt1 est 

indispensable à la survie et au maintien de l’identité des CS après la différenciation sexuelle. 

En plus de permettre une meilleure compréhension du rôle de Wt1 avant et après la 

différenciation sexuelle, ces études constituent une preuve de plus que les CL et les CS 

partagent les mêmes précurseurs. 

Plus tard, l’équipe de Fei Gao a développé un nouveau modèle murin invalidé pour Wt1 à 

partir de 10,50jpc environ, c’est-à-dire avant la différenciation sexuelle. Chez les animaux 

mutants XY, ils observent une baisse importante de l’expression de Sry et d’autres marqueurs 

Sertoliens comme Sox9, Amh ou Fgf9 au profit de gènes pro-ovariens comme Wnt4, Rspo1 ou 

Foxl2. Par ailleurs, dans un contexte normal Nr5a1 est exprimé fortement dans les CL et 

faiblement dans les CS. L’invalidation de Wt1 a conduit à une surexpression de Nr5a1 dans les 

CS à un niveau comparable à celui des CL. En plus d’une surexpression de Nr5a1, les CS 

déficientes pour Wt1 se mettent aussi à exprimer Hsd3b1. Des expériences de ChiP ont mis en 

évidence que WT1 est capable de se fixer sur le promoteur de Nr5a1 pour réguler son 

expression. Ainsi, les auteurs proposent qu’avant la différenciation sexuelle, WT1 réprime 

l’expression de Nr5a1 dans les pré-SC pour les empêcher de se différencier en cellules 

stéroïdogènes exprimant Hsd3b1 (Chen et al., 2017).  
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De manière surprenante, l’invalidation de Wt1 après la différenciation sexuelle provoque 

l’apparition de cellules positives pour HSD3B1 mais dont l’expression de NR5A1 reste 

inchangée. Il est envisageable que ce résultat soit expliqué par le fait que NR5A1 est détecté 

par immunohistochimie un jour après l’invalidation de Wt1 aussi il serait intéressant de vérifier 

que l’expression de Nr5a1 n’est finalement pas affectée à un stade plus avancé (Gao et al., 

2006). Enfin, il a aussi été montré que WT1 coopère avec LHX9 qui est capable in vitro de 

réguler directement et positivement l’expression de Nr5a1 à des stades précoces du 

développement de la gonade bipotentielle (Wilhelm and Englert, 2002). Ainsi, en fonction du 

type cellulaire et du stade où il est exprimé, WT1 pourrait avoir des fonctions différentes en 

réprimant ou en promouvant l’expression de Nr5a1.  

 

h. Nr5a1 (steroidogenic factor 1) 

Dans un premier temps, c’est son rôle comme facteur de transcription régulant les gènes 

impliqués dans la stéroïdogenèse qui a été le plus étudié (Morohashi et al., 1992 ; Morohashi 

and Omura, 1996). Puis plus tard, certaines des études laissent penser que son niveau 

d’expression est déterminant pour la différenciation des cellules somatiques en cellules 

stéroïdogènes ou en CS. En effet, Nr5a1 est exprimé très tôt par les précurseurs des cellules 

somatiques de la gonade. Ainsi, lors de l’invalidation de Pod1, l’expression de Nr5a1 augmente 

fortement ce qui provoque l’augmentation du nombre de cellules stéroïdogènes (Cui et al., 

2004). L’invalidation de Wt1 provoque aussi une augmentation de l’expression de Nr5a1 et 

conduit au même phénotype (Chen et al., 2017). Ces études montrent que le niveau d’expression 

de Nr5a1 a une importance primordiale dans le devenir des cellules somatiques de la gonade 

avant la différenciation sexuelle.  

Par ailleurs, on sait que l’invalidation de Nr5a1 avant la différenciation sexuelle conduit à 

une absence de gonade (Luo et al., 1994). Néanmoins, son rôle après la différenciation sexuelle 

dans les CS reste peu investigué. Récemment l’équipe de Pancharatnam Jeyasuria a créé un 

modèle murin invalidé sur Nr5a1 uniquement dans les CS à partir de 14,50jpc. Les auteurs 

constatent une baisse de l’expression de Sox9, d’Amh, une diminution de la prolifération des 

CS et une augmentation de l’apoptose. Par ailleurs, ils observent une diminution de l’expression 

de MDM2 (Murine Double Minute 2) et une augmentation de la présence de la forme active 

phosphorylée de la protéine TRP53 (transformation related protein 53). MDM2 est connu pour 

son activité d’ubiquitylation conduisant à la dégradation des protéines cibles dont TRP53 fait 

partie. D’autre part, la phosphorylation de TRP53 conduit à l’apoptose des cellules (Haupt et 
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al., 1997 ; Arnold J. Levine, 1997 ; Haupt et al., 1997). Ainsi, les auteurs proposent que NR5A1 

régule l’expression de Mdm2 à la hausse. Puis, MDM2 se lie à TP53 pour induire sa dégradation 

et bloquer son activité transcriptionnelle afin de permettre la survie des CS (Anamthathmakula 

et al., 2019). De plus, dans une autre étude l’équipe de Philippe Monget avait montré que 

l’invalidation de Mdm2 uniquement dans les CS provoque un phénotype similaire (Fouchecourt 

et al., 2016). Ainsi, ces études placent NR5A1 comme facteur indispensable à la survie des CS 

via un mécanisme dépendant de Mdm2 et Tp53.  
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B. Les cellules de Leydig fœtales / adultes 

 

Les cellules de Leydig (CL) sont des cellules stéroïdogènes du testicule responsables de la 

production d’androgènes. Elles sont localisées entre les cordons séminifères dans l’espace 

interstitiel. On distingue deux populations de CL, les cellules de Leydig fœtales (CLF) et les 

cellules de Leydig adultes (CLA). Chez la souris, les CLF se différencient à partir de 12,50jpc 

alors que les CLA apparaissent après la naissance (Kerr and Knell, 1988  ; Yao et al., 2002).  

Les CLF produisent majoritairement de l’androstènedione car elles n’expriment pas 

l’enzyme nécessaire à la dernière étape de synthèse de la testostérone codée par le gène 

Hsd17b3 (17β-Hydroxystéroïde déshydrogénase 3). Durant la période fœtale, 

l’androstènedione produite par les CLF est transférée aux CS qui expriment Hsd17b3 pour 

permettre la synthèse de testostérone (O’Shaughnessy et al., 2000 ; Shima et al., 2013). Durant 

cette période, les CLF, grâce aux androgènes qu’elles produisent, sont garantes du bon 

développement du tractus urogénital et notamment de la différenciation de l’épididyme, des 

vésicules séminales, de la prostate ou encore du pénis (Drews, 2000 ; Morohashi et al., 2013). 

Les CLF expriment aussi Insl3 (insulin-like hormone) un membre de la superfamille de 

l’insuline. L’invalidation de Insl3 chez la souris conduit à la cryptorchidie, c’est-à-dire 

l’absence de descente des testicules dans le scrotum (Nef and Parada, 1999).  

Par ailleurs, il est maintenant démontré que les CLF ne disparaissent pas après la naissance. 

En effet, grâce à l’utilisation de rapporteur transgénique il a été possible de suivre le devenir 

des CLF chez la souris. Ainsi, plusieurs équipes ont montré qu’à l’âge adulte les CLF sont 

toujours présentes (Kaftanovskaya et al., 2015 ; Shima et al., 2015).  

Après la naissance, les CLA apparaissent et sont capables de produire de la testostérone de 

manière autonome sous l’influence de l’hormone lutéinisante (LH) produite par l'hypophyse. 

L’invalidation du récepteur de la LH (Lhr) ou l’invalidation de la sous bêta de la LH provoquent 

une diminution de la production de testostérone par les CLA. Néanmoins, ces invalidations 

n’ont pas d’effet sur la présence et la fonction des CLF dans la période de masculinisation 

fœtale. Ces observations ont permis aux auteurs de conclure que seules les CLA sont sensibles 

à la LH (Lei et al., 2001 ; Zhang et al., 2001 ; Ma et al., 2004).  

L’origine des CLF et des CLA est débattue depuis de nombreuses années. Récemment 

l’équipe de Serge Nef a montré grâce à des analyses de scRNA-seq que les CS et les CLF 

émergent à partir des mêmes précurseurs NR5A1-positifs mais avec des cinétiques d’apparition 
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Figure 9 : Modèles proposés pour le développement des cellules de Leydig.  
Trois modèles principaux de développement de cellules de Leydig ont été proposés.  
(A) Les CLF se différencient de leurs précurseurs dans le testicule fœtal. Une autre population de 
précurseurs (précurseurs CLA) commence à se différencier en CLA au stade pré-pubère. Des études 
récentes ont confirmé que les CLF ne disparaissent pas mais persistent dans les testicules postnataux. 
(B) Il existe un groupe de précurseurs commun de CL dans les testicules fœtaux. Cette population se 
différencie à la fois en CLF et en CLA, bien que l'on ne sache toujours pas par quel mécanisme se fait 
le choix de leur destinée. 
(C) Les CLF proviennent de précurseurs spécifiques dans les testicules fœtaux. Une partie des CLF se 
dédifférencient au stade néonatal puis commencent à se redifférencier au stade pré-pubère pour devenir 
des CLA dans le testicule adulte. 
Adapté de (Svingen and Koopman, 2013) (Shima, 2019)  
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différentes (Stévant et al., 2018). De plus, l’augmentation du nombre de CLF se fait par 

différenciation des précurseurs et non par division mitotique des CLF (Miyabayashi et al., 

2013). A partir de ces données, la question est de savoir si les CLF et les CLA partagent les 

mêmes précurseurs et si les CLF ont une influence sur la différenciation des CLA. Les modèles 

proposés dans la revue de Shima sont présentés dans la Figure 9. La première hypothèse est 

que les CLF et les CLA émergent de précurseurs différents durant la période fœtale pour les 

CLF et durant la puberté pour les CLA (Ge et al., 2006 ; Inoue et al., 2016). La seconde 

hypothèse est que les CLF et les CLA partagent les mêmes précurseurs qui se différencient à 

des stades différents. Le choix de leur destinée entre CLF et CLA se fait par des mécanismes 

qui restent encore inconnus (Barsoum et al., 2013). L’hypothèse la plus récente est qu’à partir 

de la puberté une partie des CLF se dédifférencient pour participer à l’émergence de la plupart, 

sinon la totalité des CLA (Shima et al., 2018).  

A ce jour, il a été montré que des évènements ayant lieu durant la vie fœtale ont une 

influence sur la différenciation, l’activité et le nombre de CLA à l’âge adulte.  

L’invalidation totale, ou uniquement dans les CLF et leurs précurseurs, du récepteur des 

androgènes codé par le gène Ar (Androgen receptor) constitue un bon exemple. A la naissance, 

ces souris présentent une diminution du nombre de CLA qui ne se différencient pas 

complètement, une diminution de la fertilité et une accumulation de gouttelettes lipidiques dans 

le cytoplasme des CL à l’âge adulte. Ainsi, une carence en androgène durant la période fœtale 

ne permet pas la différenciation normale des CLA. L’équipe de Richard Sharpe propose que 

cette carence en androgènes provoque des modifications épigénétiques dans les précurseurs des 

CLA ce qui engendre une baisse de l’expression des protéines régulant la stéroïdogenèse, 

indispensables à la différenciation des CLA. De plus, ces études ont permis de démontrer que 

les cellules myoïdes péritubulaires ne sont pas les précurseurs des CL. En effet, malgré 

l’invalidation de l’Ar dans les cellules myoïdes péritubulaires, les CL continuent d’exprimer 

l’AR (Kilcoyne et al., 2014 ; Kaftanovskaya et al., 2015).  
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 A la même période, l’équipe de Ken-Ichirou Morohashi a généré un modèle murin invalidé 
pour l’Ar dans les CLF uniquement et non dans leurs précurseurs (Shima et al., 2015). Cette 
invalidation n’induit pas de phénotype pathologique sur le développement des testicules ni sur 
l’expression des marqueurs spécifiques des CLF contredisant l’étude de Kaftanovskaya et al. 
Ces données permettent de conclure que les CLF qui persistent à l’âge adulte sont 
indépendantes des androgènes et constituent une sous population de CL. Dans cette étude, 
l’équipe de Ken-Ichirou Morohashi propose des hypothèses pour expliquer les différences entre



 

leurs résultats et ceux de Kaftanovskaya et al.,. D’abord la recombinase Cre utilisée par l’équipe 

de Kaftanovskaya et al., pourrait aussi en partie exciser dans les précurseurs des CLA 

compromettants la bonne différenciation des CLA. Aussi, il a été mis en évidence que les 

précurseurs des CLF peuvent avoir une influence sur les précurseurs les CLA (Barsoum et al., 

2013). Ainsi, en excisant dans les CLF et leurs précurseurs il est possible que les précurseurs 

des CLA soient aussi affectés.  

De la même manière, la voie de signalisation Hedgehog (Hh) est impliquée dans la 

différenciation des précurseurs NR5A1-positifs en CLF. Dans un contexte normal, Hung-

Chang Yao et son équipe proposent que, sous l’influence de cette voie, une partie des 

précurseurs NR5A1-positifs se différencient en CLF alors qu’une autre partie reste 

indifférenciée. Les auteurs observent que la suractivation de cette voie dans les précurseurs 

NR5A1-positifs provoque une augmentation du nombre de CLF, une diminution du nombre de 

précurseurs NR5A1-positifs et de CLA avant la puberté. Cette étude a permis de montrer que 

la modification d’une voie de signalisation dans une population de précurseurs durant la période 

fœtale influence la dynamique de différenciation des CL à l’âge adulte en affectant également 

la spermatogénèse (Barsoum et al., 2013).  

 

L’implication d’un certain nombre de facteurs de transcription a aussi été mise en évidence 

dans la différenciation des CLF :  

- POD1 qui est exprimé dans les cellules interstitielles. Son invalidation provoque 

une augmentation importante de l’expression de Nr5a1 ce qui induit une augmentation 

du nombre de CLF. Dans ce cadre, POD1 peut être considéré comme un régulateur 

négatif de la voie de différenciation des CLF. La manière dont POD1 régule 

l’expression de Nr5a1 reste encore à élucider car aucun site de fixation de POD1 sur 

Nr5a1 n’a pu être mis en évidence à ce jour (Cui et al., 2004).  

- ARX (Aristaless related homeobox gene) dont les mutations provoquent chez 

les patients des malformations des organes génitaux (Kato et al., 2004). La 

récapitulation de cette maladie appelée XLAG (X-linked lissencephaly with abnormal 

genitalia) chez l’homme, a été obtenue en invalidant le gène Arx chez la souris. Cette 

invalidation provoque une diminution du nombre de CLF (Kitamura et al., 2002). 

L’équipe de Ken-Ichirou Morohashi observe que Arx est préférentiellement exprimé 

dans les précurseurs des CLF et que son expression diminue proportionnellement au 

niveau de différenciation des CLF. Ainsi, l’expression d’Arx permet le maintien des 
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précurseurs des CLF et serait ensuite dispensable une fois leur différenciation achevée 

(Miyabayashi et al., 2013).  

- NR0B1 (dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, on 

chromosome X, gene 1, aussi appelé DAX1) est impliqué dans la différenciation des 

CLF. Chez la souris, l’invalidation de Nr0b1 provoque des phénotypes variables en 

fonction du fond génétique utilisé. Dans un fond génétique Mus domesticus 

poschiavinus on observe une réversion sexuelle des mâles (Meeks et al., 2003a ; Park 

et al., 2008). Par contre, dans un fond génétique Mus musculus 129/SvJ on observe une 

diminution du nombre de CLF et des cellules myoïdes péritubulaires ainsi qu’une 

désorganisation des cordons séminifères (Meeks et al., 2003b). In vitro il a été vu que 

NR0B1 antagonise l’action de NR5A1. Larry Jameson et son équipe se sont alors 

demandé si l’invalidation de Nr0b1 était capable de compenser la perte d’un allèle de 

Nr5a1. Pour étudier l’effet de ces invalidations sur le développement des CLF les 

auteurs ont analysé les niveaux d’expression de Cyp17 et Cyp11a1, des marqueurs 

spécifiques des CLF. Lors de l’invalidation d’une copie de Nr5a1, l’expression de 

Cyp17 et Cyp11a1 diminue à 13,50jpc. Cette diminution est amplifiée par l’invalidation 

simultanée de Nr0b1, preuve que la perte de Nr0b1 ne compense pas la perte d’une 

copie de Nr5a1. De même, l’invalidation d’une copie de Nr5a1 induit une diminution 

de l’expression de Dhh et Amh à 11,50jpc, et ces derniers ne sont plus détectés chez les 

doubles mutants Nr5a1 Nr0b1. Ce résultat indique que, dans ce contexte, Nr0b1 et 

Nr5a1 peuvent aussi agir ensemble pour induire l’expression de Dhh et Amh. Toutefois, 

il est important de noter que les défauts d’expression de Cyp17 et Cyp11a1 sont 

restaurés à 14,50jpc et à 12,50jpc pour Dhh et Amh. Ainsi, la coopération de Nr0b1 et 

Nr5a1 n’est pas indispensable au développement des CLF ni de la gonade bien que leurs 

absences induisent un retard. En revanche, l’expression de Sox9 n’est pas impactée par 

ces invalidations simples ou combinées de Nr5a1 et Nr0b1, indiquant que les gènes 

cibles de Nr5a1 ne sont pas tous impliqués dans les régulations faisant intervenir Nr5a1 

et Nr0b1. Ainsi, cette étude montre que même si Nr0b1 et Nr5a1 sont considérés comme 

des antagonistes grâce à des études in vitro, in vivo durant le développement ils sont 

aussi capables d’agir indépendamment ou en coopération durant la différenciation des 

CLF (Park et al., 2005). 

- GATA4 et son cofacteur FOG2 sont capables d’influencer de plusieurs manières 

le développement des CLF. GATA4 et FOG2 sont impliqués dans la régulation de 

63



 

l’expression de Sry dans les CS et dans la différenciation des CS et des CL (Tevosian et 

al., 2002). Lorsqu’il est invalidé dans des cellules ES (cellules souches embryonnaires) 

ou dans les précurseurs NR5A1-positifs, GATA4 a un rôle autonome dans la 

différenciation des CLF. En effet, ces dernières ne sont plus capables de se différencier 

en CLF et leur nombre diminue drastiquement (Manuylov et al., 2011 ; Bielinska et al., 

2007). 

- Enfin, NR5A1 est connu pour réguler l’expression des gènes impliqués dans la 

stéroïdogenèse (Morohashi et al., 1992 ; Morohashi and Omura, 1996). Une fois que les 

CLF et les CS ont émergé, l’expression de Nr5a1 diminue dans les CS mais reste 

importante dans les CLF. L’invalidation d’une copie de Nr5a1 provoque une 

accumulation de lipides dans les CL une diminution de l’expression de Cyp11a1 connue 

pour être une cible de NR5A1 (Hatano et al., 2016). L’invalidation conditionnelle de 

Nr5a1 uniquement dans les CL provoque une diminution des marqueurs de la 

stéoïdogenèse comme Cyp11a1, Star (Steroidogenic acute regulatory protein, 

mitochondrial) ce qui induit chez l’adulte un niveau très bas de testostérone. Ils 

présentent aussi une hypoplasie des testicules et une cryptorchidie (Jeyasuria et al., 

2004). Cette invalidation ne semble pas induire la mort des CL mais plutôt un défaut de 

leur différenciation et de leur fonction (Jeyasuria et al., 2004)(Hatano et al., 2016).  

 

Lors de la différenciation des CL il a été vu que certains signaux extérieurs comme les 

facteurs de croissances ou d’autres éléments sécrétés par les autres cellules du testicule sont 

très importants voire essentiels.  

- En effet, les CS expriment le gène Dhh (Desert hedgehog) alors que les CL et 

les cellules myoïdes péritubulaires expriment à leur surface son récepteur PTCH1 codé 

par le gène Ptch1. L’invalidation de Dhh chez la souris provoque une féminisation des 

animaux mâles dans plus de 92 % des cas avec une quasi absence de CLF, une absence 

de lame basale entre les CS et les cellules myoïdes péritubulaires ainsi qu’une 

désorganisation importante des tubes séminifères conduisant à leur stérilité. Le petit 

nombre de CLF restantes n’expriment pas ou faiblement leurs marqueurs spécifiques à 

savoir NR5A1 et Cyp11a1 (P450 Side Chain Cleavage) (Bitgood et al., 1996 ; Clark et 

al., 2000 ; Pierucci-Alves et al., 2001). Ce phénotype ne provient pas d’un défaut de 

prolifération ou de survie des précurseurs des CL. En effet, la voie impliquant DHH et 
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PTCH1 permet l’expression indispensable de Nr5a1 et Cyp11a1 pour la différenciation 

des précurseurs en CL (Yao et al., 2002).  

- De la même manière, Pdgfa (Platelet-derived growth factor-a) est exprimé par 

les CS alors que son récepteur codé par le gène Pdgfra (Pdgf receptor-alpha) est exprimé 

par les cellules interstitielles. L’invalidation de Pdgfa ou de son récepteur provoque des 

malformations des cordons séminifères et des défauts ou une absence de différenciation 

des CLF dans les testicules des animaux mutants (Gnessi et al., 2000 ; Brennan et al., 

2003).  

- L’inactivation de la voie signalisation Notch par des méthodes 

pharmacologiques ou d’invalidation génique dans les précurseurs NR5A1-positifs 

provoque une augmentation du nombre de CLF et une surexpression des gènes 

impliqués dans la stéroïdogenèse (Liu et al., 2016 ; Tang et al., 2008 ; Wen et al., 2016). 

En parallèle, l’équipe de Blanche Capel montre que l’activation forcée de la voie Notch 

provoque une diminution du nombre de CLF différenciées qui restent à l’état de 

précurseurs. De plus, ils mettent en évidence un rétrocontrôle de cette voie par la 

testostérone (DeFalco et al., 2013). Ainsi, la voie Notch aurait pour rôle de maintenir la 

balance entre le nombre de précurseurs et de CLF différenciés.  

- Certains microARNs exprimés par les cellules situées à l’intérieur des cordons 

séminifères sont également impliqués dans la synthèse d’androgènes ou dans la 

régulation de la stéroïdogenèse (Lu et al., 2016 ; Liu et al., 2014 ; Hu et al., 2012). Il a 

été découvert que les CLF expriment une protéine de liaison des microARNs Lin28b 

(Gaytan et al., 2013). Son rôle est encore inconnu mais ces données, bien qu’indirectes, 

laissent penser que les microARNs pourraient avoir un rôle dans la régulation de 

différenciation des CLF. 

 

Les études portant sur le développement embryonnaire des testicules portent 

majoritairement sur les cellules intra-tubulaires et plus particulièrement sur des CS. De 

nouveaux travaux montrent le rôle déterminant des cellules interstitielles qui sont aussi 

déterminantes pour permettre une fertilité optimale à terme. Il reste néanmoins à 

comprendre comment les CL se différencient et à identifier précisément leurs précurseurs. 

En effet, si les CLF et les CLA partagent les mêmes précurseurs il reste à comprendre par 

quel mécanisme ces derniers sont influencés pour choisir leur destinée. De la même 

manière, s’ils ne partagent pas les mêmes précurseurs, il serait intéressant de savoir 
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C. Les cellules myoïdes péritubulaires  
 

Les cellules myoïdes péritubulaires (CMP) font partie des cellules interstitielles et sont 

localisées à la périphérie des cordons séminifères en contact avec la surface basale des CS 

(Skinner et al., 1985). Avec les CS, les CMP vont produire la matrice extracellulaire qui 

permettra de créer une frontière entre l’espace interstitiel et les cordons séminifères (Tung et 

al., 1984 ; Georg et al., 2012). C’est pourquoi les CMP sont importantes pour le développement 

de l’architecture testiculaire.  

Cependant, l’une des difficultés majeures pour l’étude des CMP et leur origine est le 

manque de marqueurs spécifiques précoces de ce type cellulaire. Malheureusement, les 

marqueurs spécifiques des CMP sont aussi exprimés par d’autres types de cellules de l’espace 

interstitiel (Jeanes et al., 2005). Les CMP apparaissent entre 12,50jpc et 13,50jpc (Jeanes et al., 

2005 ; Cool et al., 2008). Si l’on considère a-SMA (α-Smooth Muscle) comme un marqueur 

spécifique, ce dernier est visible à partir de 12,50jpc. En revanche, à partir de 13,50jpc les CPM 

sont morphologiquement discriminables.  

Néanmoins, certaines études permettent de mettre en lumière le rôle direct ou indirect des 

CS dans le processus de différenciation des CMP. En effet, l’invalidation de Nr0b1 provoque 

une diminution du nombre des CMP et des CLF ainsi qu’une désorganisation des cordons 

séminifères (Meeks et al., 2003b). De la même manière, l’invalidation de Dhh provoque des 

défauts de différenciation des CMP et une absence de lame basale entre les CS et les CMP 

(Clark et al., 2000 ; Pierucci-Alves et al., 2001 ; Yao et al., 2002). Par contre, l’expression 

ectopique de Dhh dans l’ovaire provoque l’apparition de CLF mais pas de CMP (Barsoum et 

al., 2009). Ainsi, Dhh n’est pas un facteur déterminant pour la différenciation des CMP, mais 

il est nécessaire à leur maintien. Enfin l’invalidation de Wt1 dans les CS provoque des défauts 

de différenciation des CLF, des CMP et de leurs précurseurs (Wen et al., 2016).  

Il reste beaucoup de mystère concernant le développement, les fonctions et les interactions 

des CMP. Le manque de marqueur spécifique des CMP en est sûrement la principale cause.  
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comment les CLF influencent la différenciation des CLA, comme cela a pu être suggéré 
dernièrement. Les nouvelles technologies de séquençage de l’ARN sur cellule unique ou 
encore les outils génétiques de traçage cellulaire devraient être déterminants dans les 
prochaines années pour répondre à ces questions.



 

 
2.2. Le testicule fœtal : Différenciation des cellules germinales 

 

Chez la souris, les premiers signes de différenciation sexuelle apparaissent à 13,50jpc quand 

les cellules germinales (CG) de l’ovaire entrent en prophase de première division de la méiose, 

tandis qu’au même moment les CG du testicule entrent en quiescence. Chez le mâle, la méiose 

est initiée pendant la période pré-pubère, c’est-à-dire à la fin de la première semaine après la 

naissance (Teletin et al., 2017). Ces différents mécanismes à la base du destin des CG sont régis 

par des facteurs provenant de l’environnement gonadique, qui sont déterminants pour le 

développement d’une fertilité fonctionnelle. 

Ainsi, chez le mâle, les CG s’arrêtent progressivement et de manière asynchrone de 

proliférer entre 12,50jpc et 14,50jpc (Western et al., 2008). Cet arrêt mitotique en phase G1/G0 

provoque des changements transcriptionnels importants au niveau des gènes impliqués dans le 

contrôle et la progression du cycle cellulaire. Par exemple, on constate une augmentation de 

l’expression d’inhibiteurs du cycle cellulaire à savoir, Cdkn1b (p27Kip1), Cdkn2b (p15INK4b), 

Cdkn2a (p16ink4a), une diminution de l’expression des cyclinE (Ccne1 et Ccne2) et une 

déphosphorylation (activation) de la protéine du rétinoblastome (RB1) (Western et al., 

2008)(Spiller et al., 2009). Plusieurs facteurs ont été découverts comme pouvant réguler l’arrêt 

de la mitose et prévenir une méiose prématurée : 

- NANOS2 (Nanos C2HC-Type Zinc Finger 2) est une protéine de liaison à 

l’ARN exclusivement exprimée dans les CG (Tsuda et al., 2003). L’invalidation de 

Nanos2 provoque l’entrée en méiose prématurée des CG puis leur mort par apoptose 

(Tsuda et al., 2003 ; Barrios et al., 2010). NANOS2 est donc considéré comme un 

inhibiteur de la méiose. En effet, NANOS2 est impliqué dans la dégradation de certains 

ARNs indispensables à l’entrée en méiose à savoir Stra8 et Sycp3 (Suzuki and Saga, 

2008 ; Suzuki et al., 2010). Le rôle de Nanos2 ne s’arrête pas à la régulation de l’entrée 

en méiose. En effet, une double invalidation de Nanos2 et Stra8 a permis d’étudier le 

rôle de Nanos2 en dehors de la méiose. Ces modèles d’invalidation montrent aussi que 

Nanos2 est impliqué dans le maintien de la quiescence et la différenciation sexuelle des 

CG en participant à la régulation des gènes spécifiques des CG mâles comme Dnmt3l, 

Tdrd1 et Miwi2/Piwi-like 4. Ce résultat est cohérent avec le fait que des études 

précédentes avaient montré que Nanos2 se fixe aux ARNs de Gata2 et Taf7l, deux gènes 

aussi impliqués dans la différenciation des CG (Barrios et al., 2010 ; Saba et al., 2014).   
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Figure 10 : Modèles proposés pour l’initiation de la méiose.  
(A) Modèle dans lequel il existe une « substance initiatrice de méiose » appelée MIS (meiosis 
inducing substance) responsable de l’initiation de méiose et présente uniquement dans l’ovaire.  
(B) Modèle dans lequel il existe une « substance inhibitrice de méiose » appelée MPS (meiosis 
preventing substance) responsable de l’inhibition de l’initiation de méiose et présente uniquement 
chez le testicule. 
(C) Il existe respectivement une MIS et une MPS dans l’ovaire et le testicule ayant des actions 
antagonistes. 
Adapté de (Kocer et al., 2009) 
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- La prostaglandine D2 est produite pas les CS mais aussi par les CG durant le 

développement embryonnaire. En l’absence de PGD2 l’arrêt mitotique des CG n’a pas 

lieu et les CS présentent des défauts de différenciation. L’équipe de Brigitte Boizet-

Bonhoure a montré que PGD2 est capable de réguler directement Cdkn1a à la hausse. 

Cdkn1a est impliquée dans l’arrêt du cycle cellulaire grâce à son rôle de régulateur du 

point de contrôle G1/S (Moniot et al., 2014).  

 

Le dimorphisme sexuel d’entrée en méiose a été le sujet de nombreuses études. En effet, 

dans un premier temps on a voulu savoir si la destinée des cellules germinales était dépendante 

de leur patrimoine chromosomique ou de leur environnement. Pour cela des expériences de 

transplantations et de co-cultures de CG mâles et femelles ont été réalisées et ont révélé que 

l’entrée en méiose était dépendante de l’environnement somatique des CG (Byskov and Saxén, 

1976 ; Evans et al., 1977). Les chercheurs se sont alors mis en quête des facteurs influençant la 

destinée des CG. Dans ces études il est question de déterminer s’il existe une « substance 

initiatrice de la méiose » appelée MIS (meiosis inducing substance) qui serait exprimée dans 
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 Le facteur de croissance FGF9 est exprimé à 12,50jpc dans les cordons 
des gonades mâles (Colvin et al., 2001 ; Schmahl et al., 2004). Chez les mâles 
invalidés pour Fgf9 une grande partie des CG disparaissent et celles qui persistent sont 
en méiose (Colvin et al., 2001). Toutefois, l’ajout de FGF9 dans des cultures de CGP 
isolées augmente leur survie sans que les CS ne soient présentes dans la culture 
(DiNapoli et al., 2006). Pour influencer l’entrée en méiose, FGF9 agirait sur les CG 
pour les rendre moins sensibles à l’acide rétinoïque, inhiber l’expression de Stra8 et 
promouvoir l’expression des gènes spécifiques des CG mâles comme Nanos2 (Bowles 
et al., 2010). Pour mieux comprendre les effets de Fgf9 sur les CG, Ulu et al. ont exposé 
des CG en culture à différentes doses de FGF9. L’exposition à de faibles doses de FGF9 
provoque une augmentation de l’expression des gènes spécifiques des CG mâles 
Nanos2 et Dnmtl3 et une augmentation de la phosphorylation de p38 MAPK. La 
signalisation p38 MAPK est un facteur promouvant l’arrêt de la prolifération des CG et 
leur entrée en quiescence mitotique chez le mâle (Ewen et al., 2010). A l’inverse une 
exposition à de fortes doses de FGF9 induit la suppression de l’expression des gènes 
spécifiques des CG mâles mais la stimulation de la voie ERK1/2 qui promeut la 
prolifération des CG. Ainsi ces données montrent que FGF9 régule la différenciation et 
la prolifération des CG de manière dose-dépendante (Ulu et al., 2017).



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figure 11 : Modèles proposés pour l’initiation de la méiose par une substance initiatrice de méiose  
Chez la femelle, la diffusion d’une « substance initiatrice de méiose » appelée MIS (meiosis inducing 
substance) dans l’ovaire fœtal induit l’expression de Stra8 par les cellules germinales qui entrent alors 
en méiose.  
Chez le mâle, une « substance inhibitrice de méiose » appelée MPS (meiosis preventing substance) est 
présente dans le testicule fœtal mais les cellules de Sertoli qui entourent les cellules germinales 
synthétisent CYP26B1. Ce dernier est chargé de métaboliser la MPS. Les cellules germinales sont alors 
protégées de l’action de la MPS et Stra8 n’est pas exprimé. Les cellules germinales n’entrent pas en 
méiose mais en quiescence chez le mâle.  
Adapté de (Griswold et al., 2012) 
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l’ovaire fœtal uniquement, ou une « substance inhibitrice de la méiose » appelée MPS (meiosis 

preventing substance) présente uniquement dans le testicule fœtal, ou les deux à la fois, dans 

l’ovaire fœtal et le testicule fœtal, respectivement. (Figure 10)(Kocer et al., 2009).  

L’acide tout-trans rétinoïque (ATRA), produit par le mésonéphros, structure adjacente à la 

gonade, s’est rapidement imposé comme MIS potentielle dans l’ovaire fœtal car il induit 

l’expression de son gène cible Stra8, gène indispensable à l’entrée en méiose (Baltus et al., 

2006). Néanmoins, lorsque l’on invalide de manière concomitante deux enzymes responsables 

de la majeure production de l’ATRA la méiose est capable de s’initier chez la femelle (Kumar 

et al., 2011). Plus récemment, il a été montré que l’invalidation des trois récepteurs de l’ATRA, 

les RARs, n’empêche pas l’initiation de la méiose dans l’ovaire fœtal (Vernet et al., 2020). 

Cette dernière étude constitue un virage important car elle invalide le dogme jusqu’alors admis 

selon lequel l’ATRA déclenche l’initiation de la méiose (Figure 11)(Bowles and Koopman, 

2007).  

En parallèle, le candidat pour la MPS est CYP26B1 qui est une enzyme capable de dégrader 

l’ATRA et qui n’est exprimée que dans les CS des gonades mâles (Koubova et al., 2006 ; 

Bowles et al., 2006 ; Baltus et al., 2006). L’invalidation de CYP26B1 conduit à l’entrée 

prématurée en méiose des CG (MacLean et al., 2007). Lors de l’invalidation de Sox9 son 

expression est diminuée. A l’inverse in vitro, dans un modèle cellulaire, la surexpression de 

Sox9 ou Nr5a1 induit une forte augmentation de l’expression de Cyp26b1. De plus, la 

surexpression simultanée de Sox9 et Nr5a1 décuple l’augmentation de l’expression Cyp26b1 

permettant de conclure que Sox9 et Nr5a1 agissent de manière additive et non en coopération. 

Enfin, l’expression de Foxl2 dans ce modèle où Sox9 et Nr5a1 sont surexprimés, provoque une 

diminution de l’expression de Cyp26b1. Aussi, chez les souris XX invalidées pour Foxl2 on 

constate une augmentation de l’expression de Cyp26b1. Ainsi, chez le mâle Sox9 et Nr5a1 

régulent positivement l’expression de Cyp26b1 alors que chez la femelle Foxl2 participe à son 

inhibition (Kashimada et al., 2011). Ainsi, il reste encore à découvrir s’il existe un MIS, et si 

oui lequel. Une première hypothèse avait été proposée par l’équipe de Kumar et al.,. Il est 

possible que CYP26B1 soit bien la MPS de la gonade mâle mais en dégradant une autre 

substance que l’ATRA qu’il reste encore à découvrir (Kumar et al., 2011). 

La période de quiescence s’achève après la naissance chez le mâle puis l’entrée en méiose 

est réalisée à la fin de la première semaine de vie. La méiose est un processus de division 

spécifique des CG consistant à produire des cellules haploïdes à partir de cellules diploïdes. 

Pour arriver à l’obtention de cellules haploïdes, la CG diploïde devra subir deux divisions 

méiotiques. La première est appelée « réductionnelle », elle consiste à séparer les chromosomes 
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Figure 12 : Étapes chronologiques de la méiose chez le mâle. 
(A) La méiose est composée de 4 étapes : la prophase, la métaphase, l’anaphase et la télophase. La 
prophase qui en est la première étape est subdivisée en 4 stades : leptotène, zygotène, pachytène et 
diplotène. Durant le stade leptotène les chromosomes commencent à se condenser et subissent des 
cassures doubles brins. Le stade zygotène est caractérisé par l’appariement progressif des chromosomes 
homologues grâce au complexe synaptonémaux. Au stade pachytène les chromosomes sont appariés sur 
toute leur longueur et vont s’échanger des fragments de chromatides par recombinaison homologue. 
Durant le stade diplotène les chromosomes se séparent mais restent associés par des zones de contacts 
appelés « chiasma ».  
(B) Pour obtenir des cellules haploïdes, la cellule germinale diploïde va subir deux divisions méiotiques. 
La première est dite « réductionnelle » elle consiste à séparer les chromosomes homologues. Durant la 
métaphase I les chromosomes se placent sur un plan équatorial puis chaque chromosome d’une paire 
migre vers un pôle opposé en anaphase I. Puis la seconde division méiotique appelée « équationnelle » 
vise à séparer les chromatides sœurs. Durant la métaphase II les chromosomes se placent sur un plan 
équatorial et durant l’anaphase II les chromatides sœurs d’un chromosome migrent vers un pôle opposé. 
Ces deux divisions méiotiques permettent d’obtenir des spermatides rondes haploïdes 
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homologues et seconde est appelée « équationnelle », elle consiste à séparer les chromatides 

sœurs. Chaque division est constituée de 4 étapes : la prophase, la métaphase, l’anaphase et la 

télophase. 

           

            

             

        

          

              

           

           

         

            

            

               

             

             

           

             

         

  

              
              

             
            

          
               

                
            

           
               

              
                

              
              

              
             

        

 

              
             

            
             

          
             

                
           

           
            

                
             

              
            

              
               
          

      

 La prophase est subdivisée en 4 étapes appelées leptotène, zygotène, pachytène, et diplotène 
(Jan et al., 2012)(Figure 12). Au stade leptotène les chromosomes se condensent et 
commencent à subir des cassures doubles brins puis s’apparient progressivement sur toute 
leur longueur grâce aux complexes synaptonémaux au stade zygotène. Au stade pachytène les 
chromosomes homologues appariés vont s’échanger des fragments de chromatides par 
recombinaison homologue, ces échanges sont appelés « crossing over ». Pour que la 
méiose se déroule normalement, il faut au moins un « crossing over » par paire de 
chromosomes homologues. Ce phénomène est garant du brassage génétique important pour 
l’évolution. Ensuite, au stade diplotène les complexes synaptonémaux vont disparaître et 
les chromosomes homologues se séparer mais resteront attachés uniquement au niveau de 
zones de contacts appelés « chiasma ». En métaphase I les chromosomes vont migrer sur un 
plan équatorial puis chaque chromosome homologue d’une paire va migrer vers un pôle 
opposé en anaphase I. Enfin durant la télophase les deux pools de chromosomes se 
décondensent et vont être séparés par une nouvelle membrane nucléaire autour de 
chaque pool. La seconde division méiotique est très courte et n’est pas précédée d’une 
duplication de l’ADN. Elle consiste en une simple division cellulaire et vise à séparer les 
chromatides sœurs pour obtenir des spermatides rondes haploïdes présentant un 
patrimoine génétique unique qui subiront la spermatogénèse.
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2.3.L’ovaire : Régulation génétique du développement ovarien  

 

Chez la femelle, en l’absence du chromosome Y et donc de l’expression de Sry, c’est le 

programme de détermination sexuel féminin qui se déroule. Comme pour le testicule les 

cellules somatiques de l’ovaire sont issues des précurseurs NR5A1-positifs. Toutefois, la 

différenciation des cellules somatiques chez la femelle se fait par des changements 

transcriptionnels moins dynamiques et avec des transformations morphologiques plus discrètes. 

Ainsi, dans l’ovaire, à partir de 10,50jpc une partie des précurseurs NR5A1-positifs 

commencent à se différencier pour devenir des cellules de la pré-granulosa. L’autre partie des 

précurseurs donnera plus tard les cellules stéroïdogènes de l’ovaire appelées les cellules de la 

thèque. Chez la femelle l’état de bipotentialité des cellules somatiques se termine à 12,50jpc, 

soit un jour plus tard que chez le mâle. Néanmoins, malgré l’expression des gènes spécifiques 

de l’ovaire, les gènes traduisant l’état de bipotentialité sont encore exprimés à 16,50jpc (Stévant 

et al., 2019).  

Le programme génétique qui sous-tend la différenciation des cellules somatiques de 

l’ovaire dépend de l’expression de plusieurs gènes et de l’activation de certaines voies que nous 

décrirons ci-dessous.  

 

A.  La voie Wnt/β-caténine et ses activateurs Wnt4 et Rspo1  

 

WNT4 (Wingless-Related MMTV Integration Site 4) et RSPO1 (Roof plate specific spondin 

1) sont deux protéines présentes dans les crêtes génitales où elles sont impliquées de la 

prolifération cellulaire. Entre 11,50jpc et 12,50jpc leur expression diminue dans les gonades 

XY mais elle est augmentée dans les cellules somatiques des gonades XX (Vainio et al., 1999  ; 

Parma et al., 2006). WNT4 et RSPO1 sont responsables de l’activation de la voie de 

signalisation β-caténine dès 12,50jpc dans la gonade XX (Chassot et al., 2011). Pour cela, 

WNT4 se fixe à son récepteur Frizzled et ses co-récepteurs LRP5 et LRP6 (LDL receptor-

related protein 5 or 6). Cette interaction induit l’hyper-phosphorylation de DVL (Dishevelled) 

qui inactive le complexe de séquestration et de dégradation de la β-caténine (aussi appelée 

Ctnnb1). Ce complexe de dégradation de la CTNNB1 est composé de la protéine AXIN1 (codée 

par le gène Axin1), de la kinase GSK3b (codée par le gène Gsk3b, glycogen synthase kinase 3 

beta) et de la protéine APC (codée par le gène Apc, WNT signaling pathway regulator). Une 

fois le complexe de dégradation inactivé, CTNNB1 est transloquée dans le noyau où elle 
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Figure 13 : Schéma de l’activation de la voie de signalisation Wnt/β-caténine par WNT4 et RSPO1 
(A) Quand WNT4 est présent il se fixe à son récepteur Frizzled. Cette fixation provoque la 
phosphorylation de DVL qui pourra libérer la CTNNB1 de son état de séquestration et éviter sa 
dégradation. CTNNB1 pourra alors activer la transcription de ces gènes cibles.  
(B) En l’absence de WNT4, le complexe de dégradation composé de l’AXIN1, GSK3b et APC va 
phosphoryler la CTNNB1 pour induire sa dégradation par le protéasome.  
(C) La présence de RSPO1 sur son récepteur LGR inactive ZNRF3 qui va s’auto-ubiquitiniler et être 
dégradé.  
(D) En l’absence de RSPO1, ZNRF3 est libre pour ubiquitiniler Frizzled le récepteur de WNT4 pour 
induire sa dégradation. En l’absence de récepteurs disponibles WNT4 sera alors incapable d’activer la 
voie de signalisation Wnt/β-caténine.  
Adapté de (MacDonald et al., 2009) 
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L’invalidation de Wnt4 ou Rspo1 chez la souris XX provoque une inversion sexuelle 

partielle à la naissance avec l’expression de Sox9, l’apparition de cordons séminifères, la 

persistance des dévirés des canaux de Wolff (épididymes, vésicules séminales, canaux 

déférents…) mais aussi des dérivés des canaux de Müller (oviducte, utérus, vagin), une 

vascularisation masculinisée de la gonade et la production d’androgènes (Vainio et al., 1999 ; 

Jeays-Ward et al., 2003 ; Yao et al., 2004 ; Chassot et al., 2008 ; Tomizuka et al., 2008).  

Des études ont permis de confirmer les dynamiques de régulation entre Wnt4 Rspo1 et 

Ctnnb1.  Après l’invalidation de Rspo1, les niveaux d’expression de Wnt4 et Ctnnb1 sont 

diminués alors qu’après l’invalidation de Wnt4, les niveaux d’expression de Rspo1 restent 

normaux. RSPO1 agit bien en amont et indépendamment de Wnt4 et Ctnnb1. Cependant, 

l’invalidation de Rspo1 et Wnt4 provoquent une forte diminution de l’expression de Ctnnb1 

mais pas son abolition totale. Ainsi, la régulation de  l’expression de Ctnnb1 est en partie 

dépendante d’autres régulateurs positifs de la voie Wnt/β-caténine qui restent à découvrir 

(Chassot et al., 2012).  

Ces invalidations respectives provoquent une diminution du nombre de CG ayant des causes 

différentes. Lors de l’invalidation de Rspo1, les CG présentent un défaut de prolifération et 

d’entrée en méiose caractérisée par une diminution de l’expression de Stra8. A l’inverse, lors 

de l’invalidation de Wnt4, la prolifération de CG est intacte mais on constate une augmentation 

de l’apoptose (Yao et al., 2004 ; Chassot et al., 2011). Ces différences phénotypiques traduisent 

le fait que Wnt4 et Rspo1 ont des fonctions différentes dans le maintien de ces dernières. En 

effet, Wnt4 joue un rôle dans la survie des CG, alors que Rspo1 est impliqué dans la prolifération 

et la différenciation des CG (Vainio et al., 1999 ; Chassot et al., 2011). 

De plus, il peut paraître surprenant que ces invalidations ne provoquent qu’une inversion 

partielle du sexe. Ainsi, Blanche Capel et son équipe montrent que les cellules de pré-granulosa 
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s’associe à des facteurs de transcription pour activer l’expression de gènes cibles. En l’absence 
de WNT4, CTNNB1 est phosphorylée par GSK3b puis est ubiquitinylée et sa dégradée par 
le protéasome (Hernandez Gifford, 2015)(Figure 13). RSPO1 intervient plus tôt dans 
ces cascades de signalisation. En effet, RSPO1 va inactiver la dégradation du récepteur 
Frizzled par l’ubiquitine ligase ZNRF3 (Zinc and Ring Finger 3 aussi appelée RNF43). 
Pour cela, RSPO1 se fixe à son récepteur LGR4 ou LGR5 (Leucine-rich repeat-
containing G-protein coupled receptor 4 or 5) ce qui provoque la liaison de ZNRF3 à ce 
complexe récepteur/ligand et permet son auto-ubiquitination et enfin dégradation. Ainsi, les 
récepteurs de WNT4 sont disponibles en plus grand nombre ce qui permet d’amplifier 
l’activation de la voie Wnt/β- caténine (Figure 13) (Hao et al., 2012).



 

mutantes sortent de leur état de quiescence pour subir une différenciation précoce en cellules 

de granulosa exprimant Amh. La sortie de l’état de quiescence est provoquée par la perte des 

CG méiotiques, qui est un prérequis indispensable à une différenciation précoce. Enfin, les 

cellules différenciées en granulosa sont capables d’exprimer des gènes sertoliens comme Sox9. 

Ces données permettent de conclure que les cellules de pré-granulosa en quiescence sont 

incapables d’exprimer des gènes mâles, même en l’absence de Wnt4 et Rspo1, et qu’il existe 

un lien fort entre les CG méiotiques et les pré-granulosa pour réguler leur état mitotique 

(Maatouk et al., 2013). Grâce à ce phénomène, on pourrait conclure que la perte des CG 

provoque l’inversion sexuelle chez la femelle. Néanmoins, des études ont montré par des 

traitements pharmacologiques que la perte ciblée des CG à l’âge adulte ou à 10,50jpc, au 

moment de leur arrivée dans les crêtes génitales, n’est pas suffisante pour induire une inversion 

du sexe chez la femelle (Uhlenhaut et al., 2009 ; Maatouk et al., 2012). Visiblement l’influence 

de la disparition des CG sur le développement des cellules somatiques de l’ovaire dépend de 

leur état méiotique.  

L’inversion sexuelle subie par les souris femelles invalidées pour Rspo1 semble causée par 

l’activation de l’expression de Sox9, concomitante avec l’apparition de cordon séminifère à la 

naissance. Par ailleurs, il a été montré que l’expression de Sox9 est suffisante pour induire un 

développement testiculaire chez des souris XX et XY même en l’absence de Sry (Bishop et al., 

200 ; Chaboissier et al., 2004a ; Qin and Bishop, 2005 ; Barrionuevo et al., 2006 ; Lavery et al., 

2011). Pour mettre en évidence le rôle de Sox9 dans ce phénotype de réversion du sexe, l’équipe 

de Marie-Christine Chaboissier a invalidé dans le même temps Rspo1 et Sox9 (Lavery et al., 

2012). Contre toutes attentes, cette double invalidation ne permet pas d’éviter l’inversion du 

sexe chez les animaux XX. Les auteurs observent une augmentation de l’expression de Sox8 et 

Sox10, dont on sait qu’ils sont capables d’induire l’expression d’Amh. De plus, Sox10 est aussi 

capable d’induire une inversion du sexe quand il est exprimé de manière ectopique chez des 

animaux XX (Polanco et al., 2009). Pour valider cette redondance fonctionnelle, l’équipe de 

Marie-Christine Chaboissier a généré un modèle invalidé pour Rspo1, Sox9 et Sox8 

simultanément. Les animaux XX ont alors développé des ovaires atrophiés (Richardson et al., 

2020). Par contre, chez des animaux XY doublement invalidés pour Sox9 et Rspo1 on constate 

une restauration du phénotype de féminisation. Ainsi, on peut conclure que Rspo1 est 

indispensable à la réversion du sexe chez des animaux XY mais, qu’à l’inverse, Sox9 est 

facultatif à la masculinisation des animaux XX à cause de sa redondance fonctionnelle avec 

d’autres membres de la famille des Sox. D’ailleurs cette étude apporte une nouvelle preuve que 

Sox8 est capable de compenser Sox9 de manière autonome. Enfin, il a longtemps été pensé que 
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la différenciation ovarienne était la voie empruntée par défaut en l’absence de Sry ou Sox9. 

Cette étude permet de prouver que la voie de différenciation ovarienne nécessite aussi d’être 

activée et que sa régulation est aussi dépendante de l’expression de gènes essentiels, même en 

l’absence de Sry ou Sox9 (Lavery et al., 2012). Enfin, des études du même type ont été réalisées 

en invalidant simultanément Sox9 et Ctnnb1 ou Wnt4. Des résultats similaires ont été observés 

et la conclusion des auteurs est la même. Sox9 est facultatif pour l’inversion du sexe chez les 

souris XX et Ctnnb1 serait un gène essentiel au développement ovarien (Nicol and Yao, 2015 ; 

Tang et al., 2020).  

 

B. β-caténine, effecteur de la voie Wnt/β-caténine  

 

CTNNB1 aussi appelé β-caténine est l’effecteur de la voie Wnt/β-caténine activée par 

RSPO1 et WNT4. Quand elle est dans le noyau, elle agit en s’associant aux facteurs de 

transcription LEF/TCF (Lymphoid Enhancer Factor/T-cell Factor) pour induire l’expression de 

gènes cibles. L’inactivation de Ctnnb1 récapitule parfaitement le phénotype des animaux 

invalidés pour Wnt4. Par ailleurs, la stabilisation de Ctnnb1 dans des ovaires en cultures 

invalidés pour Wnt4 est capable d’empêcher la masculinisation des ovaires. Enfin, la 

stabilisation de Ctnnb1 dans des testicules induit une réversion du sexe (Maatouk et al., 2008). 

Ensemble ces données placent Ctnnb1 comme le facteur essentiel et suffisant à la 

différenciation sexuelle féminine.  
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 Dans ce cadre, il a été montré que l’un des gènes cibles de Ctnnb1 est Fst (Follistatin), dont 
l’expression est diminuée chez les mutants invalidés pour Rspo1, Wnt4 et Ctnnb1 (Yao et 
al., 2004 ; Liu et al., 2010). Fst est impliquée dans la survie des CG et est responsable de 
l’inhibition de la vascularisation masculine. Premièrement, FST est capable de fixer l’Activine 
B responsable de la formation du vaisseau cœlomique, c’est-à-dire la vascularisation de type 
masculine. La liaison entre FST et Activine B inactive Activine B qui n’est plus capable de se 
lier à ses récepteurs. Deuxièmement, chez les souris invalidées pour Fst, les CG présentent un 
phénotype apoptotique similaire aux CG des souris invalidées pour Wnt4 ou Ctnnb1 (Yao et 
al., 2004 ; Liu et al., 2010). Chez ces mutants, on observe une augmentation de l’expression 
d’un gène codant pour une sous-unité de l’Activine B à savoir l’Inhbb (Inhibin, beta B). Les 
auteurs ont donc proposé que la perte des CG était due à l’augmentation de la présence de 
l’Activine B, dont les CG expriment les récepteurs. Pour confirmer cette hypothèse, ils 
montrent alors que la perte de l’Inhbb chez ces mutants restaure le phénotype germinal normal.



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Figure 14 : Les voies de signalisation antagonistes mâle et femelle  
La différenciation sexuelle dépend de l’expression des gènes qui promeuvent la différenciation 
ovarienne ou testiculaire. Par contre, le maintien de l’identité sexuelle dépend de l’antagonisme mutuel 
qui existe entre les gènes pro-testiculaire et pro-ovarien.  
Adapté de (She and Yang, 2017) 
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Toutefois, chez les mutants Fst on ne constate pas de différence d’expression de l’Inhbb. 

Ainsi ces études permettent de conclure que la voie de signalisation Wnt/β-caténine agit de 

deux manières différentes : (i) elle permet l’expression de Fst, qui antagonise l’activité de 

l’Activine B pour empêcher son action au niveau protéique ; (ii) elle permet aussi à un niveau 

transcriptionnel d’inhiber l’expression d’une sous-unité composant l’Activine B (Yao et al., 

2004 ; Maatouk et al., 2008 ; Liu et al., 2010).  

Parallèlement il a été montré que CTNNB1 est capable d’inhiber l’expression de plusieurs 

gènes déterminants pour le développement testiculaire. En effet, CTNNB1 perturbe la liaison 

entre NR5A1 et la région TESCO de Sox9, empêchant ainsi l’activation de la transcription de 

Sox9 (Bernard et al., 2012). D’autres études ont aussi montré que CTNNB1 est responsable de 

l’inhibition de Sox9, Ptgds et Amh et est un antagoniste de Fgf9 (Kim et al., 2006 ; Chassot et 

al., 2008 ; Maatouk et al., 2008 ; Bernard et al., 2012). Ainsi, la voie de signalisation Wnt/β-

caténine est indispensable à la différenciation sexuelle féminine d’une part et prévient la 

détermination masculine d’autre part (Figure 14). 

 

C. Foxl2 (Forkhead box-L2)  

 

Foxl2 (Forkhead box-L2) est exprimé à partir de 12,50jpc dans les cellules de la granulosa 

et de la thèque (Auguste et al., 2012). Les candidats régulant son expression sont nombreux. En 

effet, l’expression de Foxl2 est impactée lors de l’invalidation de plusieurs gènes comme Gata4, 

Fog2, Ctnnb1 (Manuylov et al., 2008). Néanmoins, il n’a pas été possible de déterminer si ces 

régulations se font de manière directe ou indirecte par un défaut de différenciation des pré-

granulosa, ou via l’absence d’un régulateur intermédiaire. Le rôle exact de Folx2 a été difficile 

à définir tant les phénotypes provoqués par son invalidation sont différents. Les invalidations 

simultanées de Foxl2 et Rspo1 ou Wnt4 provoquent une aggravation du phénotype des mutants 

Rspo1 faisant penser à une synergie d’action entre ces deux protéines (Ottolenghi et al., 2007 ; 

Auguste et al., 2012). L’invalidation de Foxl2 ne provoque pas de phénotype embryonnaire 

précoce chez les souris XX mais plutôt une insuffisance ovarienne (Uda et al., 2004 ; Schmidt 

et al., 2004). Par contre chez la chèvre XX, l’invalidation de Foxl2 induit une inversion du sexe 

au stade embryonnaire (Pailhoux et al., 2002 ; Boulanger et al., 2014). Aussi, l’invalidation de 

Foxl2 à l’âge adulte chez la souris provoque une inversion sexuelle rapide des gonades. Les 

cellules de la granulosa se différencient alors en CS exprimant Sox9 et Dmrt1. Les cellules de 

la thèque sont aussi impactées et ressemblent alors davantage à des CL produisant des                          
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Figure 15 : Dynamique d’apparition et de différenciation des cellules somatiques à partir des 
mêmes précurseurs cellulaires lors de la détermination du sexe 
Les données de séquençage de l'ARN unicellulaire ont identifié une population unique de cellules 
précurseurs NR5A1-positifs à 10jpc, à l'origine des lignées de soutien et stéroïdogènes dans les gonades 
XX et XY. Les précurseurs NR5A1-positifs apparaissent à partir de 10,50jpc et donnent naissance aux 
cellules de soutien et stéroïdogènes indépendamment du sexe de l’individu. Une partie des précurseurs 
exprimant faiblement Nr5a1 va devenir des pré-Sertoli puis des cellules de Sertoli à partir de 11,50jpc 
chez le mâle alors que chez la femelle les précurseurs vont devenir des cellules de la granulosa mais 
plus tardivement. L’autre partie des précurseurs restera dans cet état indifférencié jusqu’à 12,50jpc pour 
acquérir un destin stétoïdogène. L’hypothèse proposée est que DHH fait partie des signaux permettant 
aux précurseurs d’entreprendre leur différenciation en cellules stéroïdogènes. Une fois le signal émit les 
précurseurs cessent d’exprimer Wt1 et expriment Nr5a1 fortement.  
Adapté de (Stévant and Nef, 2019)  
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androgènes à des niveaux comparables à des animaux contrôles XY (Uhlenhaut et al., 

2009). Enfin, dans l’ovaire, la surexpression de Foxl2 dans les cellules somatiques durant la vie 

fœtale provoque des défauts de différenciation des cellules de la granulosa et de la thèque (Nicol 

et al., 2020).  

             

          

 
 

          

 

Très longtemps la communauté scientifique a cherché les précurseurs cellulaires de ces 

lignées, le but étant de savoir si chaque population provenait de précurseurs différents et à quel 

moment se faisait le dimorphisme sexuel entre cellules de soutien et cellules stéroïdogènes. 

Dans un premier temps, l’hypothèse privilégiée était que les cellules émergeraient de 

populations de précurseurs différentes (DeFalco et al., 2011 ; Karl and Capel, 1998). Des 

équipes supposaient notamment que les cellules de Leydig (CL) partageaient les mêmes 

précurseurs que les cellules stéroïdogènes des glandes surrénaliennes ou alors que les CL 

dérivaient des cellules de la crête neurale (Middendorff et al., 1993 ; Mayerhofer et al., 1996 ; 

Hatano et al., 1996). En 2015 une équipe a montré que les CS peuvent se différencier en LC et 

inversement en modulant l’expression de Wt1 (Zhang et al., 2015). Cette étude a constitué la 

première preuve solide que les CS et les CL proviennent d’une même population de précurseurs 

WT1-positifs présente à 10,50jpc dans les crêtes génitales. Plus récemment, l’équipe de Serge 

Nef a réalisé des analyses de séquençage de l’ARN sur cellule unique (Single-cell RNA-seq). 

Ces travaux ont consisté à analyser les signatures transcriptomiques des cellules issues de 

gonades à différents stades de leur développement. Ils ont alors constaté que les cellules de 

soutien et les cellules stéroïdogènes émergent à partir d’une population de précurseurs NR5A1-

positifs, homogène et multipotente, sans dimorphisme sexuel, mais avec des cinétiques 

d’apparition différentes (Stévant et al., 2018)(Figure 15). Chez le mâle et la femelle, les cellules 

de soutien sont les premières à émerger des précurseurs NR5A1-positifs. Ces précurseurs 

possèdent dans un premier temps un programme initial de soutien indépendant du sexe. Chez 

le mâle à partir de 11,50jpc une partie des précurseurs va subir des transformations rapides et 

dynamiques pour devenir des pré-CS puis des CS. Pendant ce temps, une autre partie des 

précurseurs commencent progressivement à s’engager vers leur destin de cellules 

stéroïdogènes. Cet engagement débute avant l’achèvement de la différenciation sexuelle. 
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2.4.L’origine commune des cellules somatiques du testicule et de l’ovaire

              
           

 En résumé, Foxl2 agirait de manière dose dépendante et assurerait le maintien de l’identité 
féminine tout au long de la vie notamment en antagonisant Dmrt1.
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L’interrogation des auteurs est alors de savoir pourquoi ces précurseurs des cellules 
stéroïdogènes ne deviennent pas des CS et d’identifier ce qui les protège de ce destin. L’équipe 
de Serge Nef a découvert que, une fois les CS engagées dans leur différenciation à 11,50jpc, 
les précurseurs restants perdent l’expression de Wt1 et Cbx2, et ainsi leur capacité à devenir des 
CS. En effet, ces gènes sont indispensables à l’expression de Sry, et Wt1 est un facteur essentiel 
de la différenciation et du maintien des CS (Katoh-Fukui et al., 2005 ; Katoh-Fukui et al., 2012 
; Zhang et al., 2015). En même temps que la perte d’expression de Wt1 et Cbx2, les précurseurs 
stéroïdogènes expriment progressivement les gènes spécifiques des cellules de Leydig fœtales 
(Stévant et al., 2018). Cette étude permet de mettre en perspective les résultats des études 
passées sur le sujet. En effet, comme décrit précédemment (voir Chapitre I.2.1.A.f. Dhh (Desert 
hedgehog)), Dhh est exprimé à partir de 11,50jpc par les pré-CS. L’invalidation de Dhh 
provoque une diminution du nombre de CLF et son expression ectopique dans des ovaires induit 
l’apparition de CLF fonctionnelles (Yao et al., 2002 ; Barsoum et al., 2009). Pour pouvoir 
s’engager vers leur destin et arrêter d’exprimer Wt1 et Cbx2 les précurseurs stéroïdogènes 
doivent sûrement recevoir un signal indiquant que les pré-CS ont commencé leur 
différenciation. On peut imaginer que Dhh fasse partie de ces facteurs signalant aux précurseurs 
stéroïdogènes qu’ils peuvent débuter leur différenciation et déclencher le programme qui les 
protègent d’un destin Sertolien. Par contre, le récepteur de Dhh qui est PTCH1 n’est détecté 
qu’à partir de 12,50jpc à la surface des LC (Yao et al., 2002). Il serait intéressant d’étudier son 
expression dans les précurseurs pour savoir si l’expression de Dhh peut avoir une influence sur 
ces derniers. Par ailleurs, l’expression de Nr5a1 semble déterminer la différenciation des 
précurseurs en cellule de soutien ou en cellules stéroïdogènes. En effet, les invalidations de 
Pod1 ou Wt1 qui sont des régulateurs de l’expression de Nr5a1 induisent l’augmentation de son 
expression et l’apparition de cellules stéroïdogènes (Cui et al., 2004 ; Chen et al., 2017). Ainsi, 
une augmentation de l’expression de Nr5a1 par les précurseurs les mène vers un destin 
stéroïdogène alors qu’une expression plus faible induit une différenciation en cellule de soutien. 
En résumé, dans un premier temps, grâce entre autres à Wt1 et Pod1, les précurseurs expriment 
faiblement Nr5a1 pour se différencier en cellules de soutien. Dans un second temps, les 
précurseurs restants doivent recevoir un signal, possiblement DHH, pour commencer leur 
différenciation en cellules stéroïdogènes et arrêter d’exprimer Wt1 pour permettre une 
expression élevée de Nr5a1 (Figure 15).



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figure 16 : Modèle du réseau génétique antagoniste entre les gènes régulant la différenciation 
testiculaire et ovarienne 
En rose les gènes impliqués dans le développement ovarien et en bleu ceux impliqués dans le 
développement testiculaire.  
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2.5. Maintien de l’identité sexuelle  

 

En plus de leurs rôles lors de la différenciation sexuelle et du développement des gonades, 

des gènes sont aussi impliqués dans le maintien de l’identité sexuelle. En effet, la relation 

d’antagonisme mutuel qu’ont certains gènes sexuellement dimorphiques permet de maintenir 

l’identité sexuelle des ovaires et des testicules.  

Ainsi, les études portant sur des modèles murins invalidés présentées précédemment (voir 

Chapitre I.2.1. Le testicule fœtal : Différenciation des cellules somatiques et 2.3. L’ovaire : 

Régulation génétique du développement ovarien) ont permit de déterminer un certain nombre 

d’interaction et d’antagonisme (Figure 16). 

D’abord Sox9, qui est l’acteur central de la voie de différenciation masculine, est capable 

d’inhiber l’expression de Foxl2. En effet, la réduction de 80% de l’expression de Sox9 induit 

l’expression de Foxl2 chez les souris XY, de la même manière que l’invalidation simultanée de 

Sox9 et Sox8 (Chaboissier et al., 2004b ; Barrionuevo et al., 2016 ; Gonen et al., 2017). A 

l’inverse, l’invalidation de Foxl2 durant la folliculogénèse induit l’expression de Sox9. De plus, 

il a été vu que FOXL2 est capable d’agir in vitro en synergie avec ERS1(Estrogen Receptor 1) 

pour inhiber l’expression de Sox9 (Uhlenhaut et al., 2009). D’autres études ont montré que 

l’expression de Cyp26b1 est dépendante de Sox9 et Nr5a1 chez le mâle, alors que son inhibition 

dépend de Folx2 chez la femelle (Park et al., 2010 ; Kashimada et al., 2011). Ces études ont 

permis de déterminer une première relation d’antagonisme entre SOX9 et FOXL2.  

L’invalidation de Dmrt1, durant le développement fœtal comme celle de Foxl2, ne 

provoque pas de phénotype pathologique chez l’embryon mais, à l’âge adulte, elle induit une 

réversion du sexe. En effet, l’invalidation de Dmrt1 provoque une diminution de l’expression 

de Sox9, Sox8 et induit l’expression de Foxl2, Esr1 (Estrogen Receptor 1), Esr2 (Estrogen 

Receptor 2), Wnt4 et Rspo1 (Matson et al., 2011). A l’inverse, l’invalidation de Foxl2 chez les 

souris XX induit l’augmentation de l’expression de Dmrt1  (Uhlenhaut et al., 2009). De plus, il 

a été montré que DMRT1 est capable de se fixer sur des séquences proches des gènes Foxl2, 

Ers1, Ers2 et Wnt4 pour inhiber leur expression (Matson et al., 2011). Comme l’invalidation 

de Dmrt1 et Foxl2 ne produisent une réversion du sexe qu’après la détermination sexuelle, ils 

sont considérés comme étant des acteurs indispensables au maintien de cette dernière grâce à 

leurs actions d’antagonistes mutuels.  

Rspo1, Wnt4 et Ctnnb1 sont aussi capables d’inhiber la différenciation masculine. 

L’activation de Ctnnb1 chez les souris XY inhibe l’expression de Sox9 (Maatouk et al., 2008), 

alors que l’inactivation de Wnt4 ou de Ctnnb1 chez la femelle induit l’expression de Sox9 

87



 

(Vainio et al., 1999 ; Jeays-Ward et al., 2003 ; Yao et al., 2004)(Chassot et al., 2008 ; Tomizuka 

et al., 2008). Lors de l’invalidation de Rspo1 qui est en amont de la voie de signalisation Wnt/β-

caténine, on constate une augmentation de l’expression de Sox9, Amh et Ptgds (Chassot et al., 

2008). Enfin, l’invalidation simultanée de Sox9 et Rspo1 permet de corriger le phénotype de 

réversion sexuelle chez le mâle (Lavery et al., 2012 ; Richardson et al., 2020). Par contre, à 

cause de la redondance fonctionnelle entre les gènes Sox, pour obtenir une correction semblable 

chez la femelle il faut invalider Rspo1, Sox9 et Sox8 simultanément (Richardson et al., 2020). 

Grâce à ces études, il a été possible de montrer les relations d’antagonismes entre, d’une part 

Sox9, Sox8 et Rspo1 et d’autre part Wnt4, Ctnnb1 et Sox9.  

Une surexpression de Nr0b1 chez la femelle empêche l’activation de l’expression de Sox9 

via NR5A1 (Ludbrook et al., 2012). NR0B1 est aussi capable d’interagir avec NR5A1 pour 

empêcher l’expression d’Amh dans le contexte du syndrome de Denys-Drash (Nachtigal et al., 

1998). Pour finir, Fgf9 et Wnt4 partagent aussi une relation d’antagoniste. Des ovaires en 

culture dans lesquels on surexprime Fgf9 voient leur expression de Wnt4 diminuer (Kim et al., 

2006). L’inversion du sexe qui a lieu chez les animaux XY invalidés pour Fgf9 ou Fgfr2 est 

corrigée par l’inactivation simultanée de Wnt4 (Jameson et al., 2012). Par contre, l’inversion 

du sexe chez des souris invalidées pour Wnt4 n’est pas corrigée par l’invalidation 

supplémentaire de Fgf9 (Jameson et al., 2012). Fgf9 et Wnt4 ont donc une relation 

d’antagonisme asymétrique.  
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Chapitre II
Le développement du 
tractus urogénital
mâle et femelle



 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figure 17 : Différenciation du tractus urogénital mâle et femelle  
Avant la différenciation sexuelle le tractus urogénital est bipotentiel. On y retrouve les canaux de Müller 
aussi appelés canaux paramésonéphriques et les canaux de Wolff aussi appelés canaux mésonéphriques 
et les gonades bipotentielles. Après la différenciation sexuelle, chez la femelle les canaux de Wolff vont 
régresser et les canaux de Müller se différencier en utérus, oviducte et une portion du vagin. Chez le 
mâle, les canaux de Müller régressent et les canaux de Wolff deviennent l’épididyme, les vésicules 
séminales et les canaux déférents. La régression des canaux de Müller et la différenciation des canaux 
de Wolf nécessitent respectivement la présence de AMH et de testostérone. Chez la femelle, la 
régression des canaux de Wolff et la différenciation des canaux de Müller sont des évènements induit 
par le défaut de présence des hormones masculinisantes.  
Adapté de (Kobayashi and Behringer, 2003) 
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Chapitre II : Le développement du tractus urogénital 
mâle et femelle 

 
1.  L’anatomie du tractus urogénital mâle et femelle  

 

         

           

           

            

            

                

             

             

         

           

             

             

             

              

             

  

             
            

            
               

                 
                 

               
            
             

              
               

               
              

                
        

 Avant la différenciation sexuelle, les animaux des deux sexes possèdent un tractus 
urogénital bipotentiel. On y retrouve les canaux de Müller (aussi appelés canaux 
paramésonéphriques), et les canaux de Wolff (aussi appelés canaux mésonéphriques). Ils sont 
issus de la formation des reins primitifs. Après la différenciation sexuelle, ces canaux vont subir 
un destin différent en fonction du sexe. Chez la femelle, les canaux de Wolff vont régresser et 
les canaux de Müller vont se différencier en utérus, oviducte et une portion du vagin. Chez le 
mâle, les canaux de Müller vont disparaître et les canaux de Wolff devenir l’épididyme, les 
vésicules séminales et les canaux déférents (Georgas et al., 2015)(Figure 17). La 
régression des canaux de Müller est un évènement dynamique impliquant de nombreux acteurs. 
En effet, l’expression de Sry permet la différenciation des CS qui produisent des androgènes, 
qui sont responsables de la différenciation des canaux de Wolff. A l’inverse, la régression des 
canaux de Wolff et la différenciation des canaux de Müller sont des évènements plutôt passifs 
et induits par le défaut de présence des facteurs masculinisant comme les androgènes. Ci- 
dessous nous décrirons les modes d’action de ces deux acteurs que sont AMH et les androgènes 
et leurs effets sur la formation du tractus urogénital.
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Figure 18 : Visualisation de la régression des canaux de Müller à 15,00jpc grâce à l’expression 
rapporteur LacZ exprimé sous le contrôle de Lim1 (LIM homeobox 1)
(a) Chez le mâle on observe que la régression des canaux de Müller a débuté. Les canaux de Müller sont 
fragmentés alors que les canaux de Wolff sont intacts.
(b) L’invalidation d’Amh chez le mâle provoque une persistance des canaux de Müller.
(c) Chez la femelle, les canaux de Müller persistent et les canaux de Wolff régressent.
(d) Chez la femelle exposée à de fortes concentrations d’Amh les canaux de Müller régressent. T : 
testicules ; K : Rein ; L : gauche ; OV : Ovaire ; P : Postérieur ; R : Droite ; WD : Canaux de Wolff ; 
MD : Canaux de Müller
Issu de (Kobayashi and Behringer, 2003)

Figure 19 : Modèle pour l’activation de la voie de signalisation des Smads par AMH
AMH est d’abord sécrétée par les CS puis elle se lie à son récepteur AMHR2 à la surface des cellules 
mésenchymateuses des canaux de Müller. Cette liaison induit le recrutement d’un autre récepteur de 
type I, ALK. Le ou les récepteurs ALK recrutés vont phosphoryler SMAD 1, 5 et 8 qui forment ensemble 
un complexe qui va s’associer à Smad4 pour aller induire l’expression de gènes cibles dans le noyau. 
Adapté de (Josso and Di Clemente, 2003)
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2.  AMH et ses récepteurs  
 

                

              

            

             

             

           

              

            

Les mécanismes qui régissent la régulation de l’expression d’Amh par les CS sont décrits 

dans le paragraphe précédent (voir Chapitre I.2.1.A.e. Amh (Anti-Müllerian Hormone)).  

L’invalidation d’Amh ou de son récepteur Amhr2 conduit au même phénotype, à savoir une 

persistance des dérivés des canaux de Müller chez les mâles qui possèdent alors un utérus, un 

vagin et un oviducte. En plus des dérivés des canaux de Müller, ces mâles ont un système 

urogénital masculin normal, malgré une hyperplasie des CL indiquant une possible régulation 

négative d’Amh dans la prolifération des CL (Behringer et al., 1994 ; Mishina et al., 1996). 

L’exposition de souris mâles à des taux élevés d’Amh induit la féminisation des organes 

génitaux externes, une cryptorchidie et des défauts de différenciation des canaux de Wolff. Ces 

défauts sont causés par une carence en androgène induite par une mauvaise différenciation des 

CL suite à leur surexposition à AMH. Chez la femelle cette surexposition induit la régression 

des canaux de Müller, les individus sont alors dépourvus de vagin, d’utérus et d’oviducte 

(Behringer et al., 1990). Ces modèles murins ont permis de confirmer que c’est via Amhr2 que 

Amh agit pour provoquer la régression des canaux de Müller. Amhr2 est exprimé par les cellules 

mésenchymateuses des canaux de Müller mais aussi par les CS et les cellules de la granulosa 

durant la vie fœtale et après la naissance (di Clemente et al., 1994 ; Baarends et al., 1994 ; 

Arango et al., 2008) (Figure 18).  

La régulation de l’expression d’Amhr2 n’est pas encore totalement élucidée, mais plusieurs 

facteurs semblent y participer. Wt1 fait partie de ces gènes. En effet, Wt1 et Amhr2 présentent 

un profil d’expression similaire dans les crêtes génitales. Par ailleurs, l’inactivation de Wt1 

provoque une diminution drastique de l’expression d’Amhr2 et la persistance des canaux de 

Müller chez les mâles mutants. Il existe des sites de fixation de WT1 sur le promoteur d’Amhr2 

sur lesquels WT1 peut se fixer in vitro (Shimamura et al., 1997 ; Klattig et al., 2007a ; Klattig 
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 Amh est exprimé par les CS peu de temps après la différenciation sexuelle à partir de 
12,50jpc puis, à la puberté, sous l’influence des androgènes, elle ne sera plus exprimée 
(Munsterberg and Lovell-Badge, 1991 ; Behringer et al., 1994 ; Al-Attar et al., 1997). Chez le 
mâle, AMH est responsable de la régression des canaux de Müller qui débute entre 13,50jpc et 
14,50jpc et prend fin à la naissance (Gao et al., 2006). Chez l’Homme, des mutations dans le 
gène codant pour Amh ou son récepteur Amhr2 provoquent un syndrome appelé PDMS pour 
« persistent Müllerian duct syndrome ». Les hommes qui en sont atteints présentent un utérus, 
des trompes de Fallope, et souvent, une cryptorchidie (Picard et al., 2017).



 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figure 20 : Modèle proposé du réseau moléculaire qui régule la régression des canaux de Müller 
sous l’influence de l’expression d’Amh 
Les cellules de Sertoli expriment Amh sous le contrôle de SOX9, NR5A1 et GATA4. Les cellules 
épithéliales du canal de Müller expriment Wnt7 qui, de manière paracrine, va induire l’expression 
d’Amhr2 dans les cellules mésenchymateuses. AMH va alors se fixer à son récepteur AMHR2 dans les 
cellules mésenchymateuses. Les récepteurs de type I Bmpr1a et Acvr1 sont alors recrutés. Le complexe 
composé d’AMH et ses récepteurs conduira à la phosphorylation des SMAD 1, 5 et 8 qui permettront la 
transcription de gènes cibles. Ces gènes cibles des SMADs ne sont pas encore identifiés. Certaines 
études montrent aussi l’importance de la voie de signalisation Wnt/β-caténine dans cette régulation. 
Adapté de (Moses and Behringer, 2019) 
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et al., 2007b). De la même manière, Wnt7a (Wnt Family Member 7A), qui est exprimé dans 

l’épithélium des canaux de Müller, induit l’expression d’Amhr2 dans les cellules 

mésenchymateuses de ces derniers. Son invalidation induit une persistance des canaux de 

Müller et une diminution de l’expression d’Amhr2. Cette diminution visualisée par hybridation 

in situ n’a lieu que dans le mésenchyme et pas dans la gonade, suggérant que Wnt7a a une 

influence sur les niveaux d’expression d’Amhr2 uniquement dans les canaux de Müller (Parr 

and McMahon, 1998).  

Amh fait partie des facteurs de croissance de la famille TGF-β ; à ce titre elle peut agir via 

deux types de récepteurs. Une fois fixée à son récepteur de type II (Amhr2), un récepteur de 

type I est recruté, il active enfin la voie de signalisation Smad qui permet de réguler l’expression 

de gènes cibles (Figure 19). Dans ce cadre, plusieurs modèles de souris invalidées ont été 

générés et ont permis de trouver les acteurs de l’activation cette voie de signalisation. Pour 

commencer, l’invalidation des récepteurs de type I, Bmpr1a (aussi appelé Alk3 ; (Bone 

Morphogenetic Protein Receptor Type 1A) et Acvr1 (Activin A Receptor Type 1) a été réalisée 

spécifiquement dans les cellules mésenchymateuses des canaux de Müller. L’invalidation de 

Bmpr1a conduit à la persistance des canaux de Müller chez la moitié des mâles mutants, sans 

affecter l’expression d’Amh ou Amhr2. L’invalidation de Acvr1 ne provoque pas de phénotype ; 

les canaux de Müller régressent normalement chez les mutants. Par contre, l’invalidation 

simultanée de Bmpr1a et Acvr1 induit une rétention des canaux de Müller chez tous les animaux 

mutants. Ces résultats impliquent une action redondante de Bmpr1a et Acvr1 pour la régression 

des canaux de Müller, avec une importance fonctionnelle moindre pour Acvr1 (Jamin et al., 

2002 ; Orvis et al., 2008). Pour les Smads, (Sma- and Mad-related protein) la même stratégie 

d’invalidation a été mise en place. Ces études ont révélé que Smad1, Smad5 et Smad8 qui sont 

exprimés dans le mésenchyme des canaux de Müller, sont impliqués de manière conjointe dans 

la régression des canaux de Müller (Orvis et al., 2008)(Figure 19).  

Enfin, il a été découvert que Ctnnb1 a aussi un rôle dans la formation du canal de Müller et 

dans sa dégénérescence. Quand Ctnnb1 est invalidée spécifiquement dans les cellules 

mésenchymateuses du canal de Müller, ce dernier apparait moins condensé et persiste chez les 

mâles. Néanmoins, ce phénotype se fait indépendamment des niveaux d’expression d’Amh qui 

reste normaux chez les souris mutantes. Ce résultat indique que Ctnnb1 agit en aval d’Amh pour 

induire la régression des canaux de Müller. Toutefois, il reste à déterminer quel ligand WNT 

est nécessaire à l’activation de cette voie de signalisation (Kobayashi et al., 2011).  

Enfin, pour identifier de nouveaux gènes potentiellement induits par Amh, l’équipe de 

Richard Behringer a réalisé et analysé les résultats de RNA-seq de cellules mésenchymateuses 
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Table 3 : Gènes impliqués dans la régression des canaux de Müller et phénotypes observés lors de 
leurs invalidations respectives  
  

Gène invalidé Phénotype induit par la perte de fonction  Référence 

Amh Persistance des canaux de Müller 
Hyperplasie des cellules de Leydig Behringer et al., 1994  

Amhr2 Persistance des canaux de Müller 
Hyperplasie des cellules de Leydig Mishina et al., 1996 

Acvr1 Régression des canaux de Müller Orvis et al., 2008 

Bmpr1a Persistance des canaux de Müller dans 50% des cas Jamin et al., 2002 
Orvis et al., 2008  

β-caténine  Persistance des canaux de Müller Kobayashi et al., 2011 

Smad 1, 5 et 8 Persistance des canaux de Müller Orvis et al., 2008 

Wnt7a Persistance des canaux de Müller  
Baisse de l’expression d’Amhr2 Parr and McMahon, 1998 

Osx  Retard de la régression des canaux de Müller Mullen et al., 2018 

Wt1 Persistance des canaux de Müller  
Baisse de l’expression d’Amhr2 Klattig et al., 2007 
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 D’autres gènes dont l’expression est modifiée lors de l’invalidation d’Amh ou Amhr2 ou de 
Ctnnb1 ont été identifiés. Néanmoins, comme Osx, pour la plupart leur invalidation ne 
provoque pas de persistance des canaux de Müller. On peut en déduire que ce mécanisme de 
régression des canaux de Müller est très robuste car il fait intervenir un grand nombre d’acteurs 
redondants, dont l’inactivation de l’un est compensée par la présence des autres. De plus, pour 
induire un phénotype de persistance des canaux de Müller, il faut une diminution d’au moins 
50% de l’expression d’Amh (Table 3 ; Figure 20).

de canaux de Müller issus d’embryons mâles et femelles. Grâce à la comparaison de ces 
données, ils ont identifié environ 80 gènes dont l’expression augmente chez le mâle durant la 
régression des canaux de Müller. Parmi eux, le gène Osx (ou Sp7 ; Osterix) qui est connu pour 
jouer un rôle lors de la formation des os. Dans le cadre de la régression des canaux de Müller, 
l’expression de Osx est régulée à la baisse quand Ctnnb1 est invalidée ou à la hausse quand 
on sur-exprime Amh chez la femelle. Néanmoins, l’invalidation de Osx n’entraîne qu’un retard 
de régression des canaux, indépendant du niveau d’expression d’Amh, qui est rattrapé à 
18,50jpc (Mullen et al., 2018).



 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 21 : Voie de la synthèse des stéroïdes sexuels 
Issu de (Morohashi et al., 2013) 
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3.  La Testostérone et la Dihydrotestostérone  
 

La testostérone est synthétisée à partir du cholestérol. Pour arriver à ce produit final, un 

certain nombre d’enzymes et de produits intermédiaires sont nécessaires (Miller WL, 

1988)(Figure 21). Durant la vie fœtale, la testostérone est synthétisée grâce à la collaboration 

entre les CL et les CS. Les CL produisent l’androstènedione qui est transférée aux CS. Puis, les 

CS grâce à l’expression de Hsd17b3, convertissent l’androstènedione en testostérone 

(O’Shaughnessy et al., 2000 ; Shima et al., 2013)(Figure 21).  

L’appareil urogénital mâle est issu de la différenciation de trois anlages : les canaux de 

Wolff, le sinus urogénital (SUG) et le tubercule génital (TG) qui se différencient sous 

l’influence des androgènes (Figure 22). Les canaux de Wolff donnent naissance à l’épididyme, 

au canal déférent et aux vésicules séminales. Le SUG donne naissance, entre autres, à l’uretère, 

la prostate et la vessie. Enfin, le TG est le principal anlage pour les organes génitaux externes 

et donne naissance au pénis et à l’urètre. L’action des androgènes sur ces structures est rendue 

possible grâce à l’expression du récepteur des androgènes (AR). L’AR est exprimé dans les 

cellules mésenchymateuses de tout le tractus urogénital (Cooke et al., 1991 ; Takeda and Chang, 

1991). Les cellules épithéliales du tractus urogénital n’expriment pas l’AR, néanmoins elles 

subissent des transformations dépendantes des androgènes. Il a donc été proposé qu’il existe 

des signalisations paracrines entre ces deux compartiments. En effet, lorsque le mésenchyme 

est dépourvu d’AR, la différenciation et la prolifération de l’épithélium n’ont pas lieu (Cunha 

et al., 1992). De nombreux modèles murins invalidés pour l’AR dans différents tissus 

mésenchymateux ou épithéliaux ont permis de mieux comprendre la dynamique de 

différenciation et les interactions qui régissent la morphogénèse de l’appareil urogénital mâle. 

Nous allons citer et décrire certains de ces modèles de manière non exhaustive.  

Pour commencer, il existe un modèle naturel d’insensibilité aux androgènes retrouvé chez 

les rongeurs et chez l’homme. Chez l’homme ce syndrome est appelé « syndrome 

d’insensibilité aux androgènes » (Imperato-McGinley et al., 1990 ; McPhaul, 2002). Ces 

patients présentent un pseudohermaphrodisme avec des organes génitaux externes féminisés. 

Le modèle murin pour ce syndrome est appelé Tfm (testicular feminized mice) (Lyon and 

Hawkes, 1970 ; Yarbrough et al., 1990 ; Charest et al., 1991). Ces animaux présentent une 

régression des canaux de Wolff et sont insensibles aux traitements par la testostérone exogène. 

Des chercheurs ont alors souhaité générer un modèle d’insensibilité aux androgènes équivalent 

en utilisant le système Cre-lox. L’équipe de Chawnshang Chang y est parvenue en invalidant 

totalement l’AR chez la souris. Ces animaux invalidés présentent un phénotype extérieur 
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Figure 22 : Schéma de la masculinisation de l’épididyme et de la prostate en réponse aux 
androgènes 
L'épithélium des canaux de Wolff persiste grâce à l’exposition aux androgènes, et l'épididyme s'allonge 
et s'enroule à partir du mésenchyme du canal de Wolff. La prostate se développe à partir du sinus 
urogénital. La testostérone et la DHT initient ces processus de développement grâce à AR exprimé par 
le mésenchyme. Une signalisation paracrine entre le mésenchyme et l’épithélium permet son 
développement.  
Adapté de (Murashima et al., 2015) 
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féminisé avec un micropénis indiscernable d’un clitoris, un hypospadias (l'ouverture de l'urètre 

est située le long de la verge et pas à son extrémité) et un scrotum comparable aux grandes 

lèvres d’une femelle. Ces animaux présentent aussi une agénésie de l’épididyme, des vésicules 

séminales, de la prostate et des canaux déférents. Les testicules sont plus petits et présentent 

une cryptorchidie. Il semble que les cellules germinales ne puissent pas terminer la 

spermatogénèse et s’arrêtent au stade pachytène de la méiose (Yeh et al., 2002). A partir de ce 

modèle utilisant la technologie Cre-lox, il a été possible de générer des invalidations 

conditionnelles. La génération de ces modèles a pour but de déterminer la fenêtre durant 

laquelle les androgènes sont nécessaires pour induire la différenciation des organes du système 

urogénital, et dans quel tissu l’AR doit être exprimé en fonction des organes étudiés.  

Ainsi, l’inactivation sélective d’AR dans le mésenchyme prostatique ou dans les vésicules 

séminales provoque une diminution de la taille de ces organes mais aussi une altération de la 

prolifération des cellules épithéliales. Ces études constituent une preuve de plus que les cellules 

mésenchymateuses sont indispensables à la bonne différenciation des cellules épithéliales 

(Welsh et al., 2010 ; Welsh et al., 2011).  

             

          

           

             

             

            

         

               

            

          

             

           

           

           

Durant la différenciation du TG, la signalisation induite par la testostérone n’est pas 

suffisante. En effet, pour la différenciation de la prostate et des organes génitaux externes la 

testostérone est convertie est dihydrotestostérone (DHT) par la 5alpha-réductase codée par le 

gène Srd5a2 (Figure 21). La DHT est un androgène plus puissant car elle possède une meilleure 

affinité que la testostérone pour AR (Deslypere et al., 1992 ; Zhou et al., 1995). Srd5a2 est 
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 De la même manière, l’équipe de Martin Cohn a montré qu’invalider AR à 17,50jpc induit 
le développement d’un micropénis. Par contre, l’invalidation d’AR à 13,50jpc provoque une 
inversion du sexe total et un phénotype similaire aux souris Tfm. On peut en déduire que les 
androgènes sont indispensables pour la formation du pénis à partir de 17,50jpc (Zheng et al., 
2015). Par ailleurs, dans cette étude les auteurs utilisent différentes recombinases Cre qui 
possèdent des efficacités et des spécificités cellulaires différentes, et donc induisent une 
diminution plus ou moins importante du nombre de cellules AR-positives. Ainsi, l’inactivation 
d’AR grâce à ShhGfp-Cre (qui est active dans les cellules épithéliales de l’urètre) n’affecte pas 
le développement du pénis. Par contre, l’utilisation de Prx1Cre (qui est active dans le 
mésenchyme du tubercule génital) provoque une diminution de 50% des cellules AR-positives 
et l’apparition d’un hypospadias. La Dermo1Cre (qui est aussi active dans le mésenchyme du 
tubercule génital) induit une diminution de 80% des cellules AR-positives et une inversion du 
sexe des organes génitaux externes. Cette étude permet de souligner l’importance d’une 
expression spatiale et temporelle précise d’AR, mais aussi quantitative (Zheng et al., 2015).



 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figure 23 : Schéma représentant les défauts de signalisation des androgènes. 
Les malformations du tractus urogénital mâle peuvent être causées par des défauts dans la voie de 
signalisation des androgènes qui peuvent être dus (i) à un défaut de production des androgènes par les 
CL ; (ii) à un défaut de conversion de la testostérone en dihydrotestostérone (DHT) par l’enzyme 5 
alpha-réductase ; (iii) à un défaut d’expression ou une mutation affectant le récepteur des androgènes : 
AR.  
Adapté de (Welsh et al., 2014)  
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exprimé dans le mésenchyme du TG (Tsuji et al., 1994 ; Kim et al., 2002). Chez l’homme, des 

mutations dans le gène Srd5a2 conduisent à un phénotype comparable à celui des souris 

invalidées pour l’AR. Ces patients présentent à la naissance des organes génitaux externes 

féminisés avec un micropénis semblable à un clitoris agrandi et deux ouvertures urétrale et 

vaginale distinctes (Imperato-Mcginley et al., 197 ; Andersson et al., 1991).  

          

           

           

                 

           

            

           

               

             

            

              

            

               

                

          

   

Dans les années à venir, il restera à déterminer quelles sont les voies de signalisation 

activées en aval d’AR pour permettre la différenciation de chacun des organes du tractus 

urogénital. Toutefois, certaines pistes sont déjà en cours d’étude. En effet, la voie de 

signalisation Wnt/β-caténine semble jouer un rôle dans la différenciation du TG. Chez le mâle 

Ctnnb1 est détectée dans le mésenchyme du TG, c’est à dire dans la partie dépendante d’AR. 

L’augmentation de l’expression de Ctnnb1 dans le mésenchyme du TG chez la femelle induit 

une masculinisation des organes génitaux externes (apparition d’un prépuce). A l’inverse 

l’invalidation de Ctnnb1 chez le mâle induit un défaut de formation du prépuce. Par ailleurs, 

chez la femelle, comme lors de l’invalidation de l’AR dans le mésenchyme du TG chez le mâle, 

on constate une augmentation de l’expression de Dkk2 (Dickkopf WNT Signaling Pathway 

Inhibitor 2), un inhibiteur de la voie  de signalisation Wnt/β-caténine (Miyagawa et al., 

2009)(Figure 24). Lors de l’étude du développement de l’uretère il a aussi été constaté que la 

co-expression de Tbx2 et Tbx3 (T-box transcription factor 2/3) dans les cellules 

 Les malformations du tractus urogénital mâle causées par un défaut de signalisation des 
androgènes peuvent être dues à une altération de l’expression spatiotemporelle d’AR ou à un 
défaut de conversion de la testostérone en DHT. Néanmoins, un défaut de production des 
androgènes peut aussi être la cause de ces malformations. C’est ce qui a été observé chez des 
patients porteurs de mutations dans les gènes Star, Hsd3b2, Cyp17a1, etc (Figure 23). Ainsi, 
l’invalidation de certaines enzymes responsables de la production de testostérone a été réalisée. 
L’invalidation de Star chez la souris induit une féminisation totale des organes génitaux 
externes, une hyperplasie des CL et une hypoplasie des vésicules séminales et de la prostate 
(Caron et al., 1997 ; Hasegawa et al., 2000). De la même manière, l’invalidation de Cyp11a1 
conduit à la féminisation des organes génitaux externes, les vésicules séminales et la prostate 
ne sont pas développées, alors que les canaux déférent et l’épididyme sont plus petits (Hu et 
al., 2002). Enfin ces mutants présentent une distance anogénitale (AGD) réduite. L’AGD 
représente la distance entre l’anus et la base du TG, elle est normalement deux fois plus longue 
chez le mâle que chez la femelle. Ainsi, cette étude constitue une preuve de plus que 
l’allongement de l’AGD est dépendant des androgènes (Graham and Gandelman, 1986 ; Ipulan 
et al., 2016).
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Figure 24 : Mode d’action proposé de la voie de signalisation Wnt/β-caténine en réponse aux 
androgènes
Chez le mâle les androgènes via leur récepteur AR, empêchent l’expression des inhibiteurs Wnt/β- 
caténine pour assurer l’activation de cette dernière et permettre la masculinisation des organes génitaux 
externes. Chez la femelle, en l’absence d’androgènes, les inhibiteurs de Wnt/β-caténine s’expriment et 
empêchent son activation. Chez la femelle l’augmentation de l’expression de la Ctnnb1 et l’activation 
de la voie de signalisation Wnt/β-caténine induit une masculinisation des organes génitaux externes 
avec l’apparition d’un prépuce.
Adapté de (Miyagawa et al., 2009)

Figure 25 : L’axe hypothalamo-hypophysaire-testiculaire 
Issu de (Cocuzza and Agarwal, 2007)
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mésenchymateuses est nécessaire pour l’activation de la voie Wnt/β-caténine. L’expression des 

effecteurs Tbx2 et Tbx3 va permettre d’empêcher l’expression des inhibiteurs de Wnt/β-

caténine, dont Dkk2 fait partie pour permettre la différenciation adéquate du TG (Aydoğdu et 

al., 2018).  

  

4. La mise en place de l’axe hypothalamo-hypophysaire-testiculaire

 L’axe hypothalamo-hypophysaire-testiculaire qui se met en place chez le mâle est garant 
de la quantité d’hormones produites. De manière succincte, l’hypothalamus produit une 
neurohormone appelée GnRH (gonadotropin-releasing hormone). La GnRH permet de stimuler 
l’hypophyse qui, en réponse, produira deux gonadotrophines : FSH (follicle-stimulating 
hormone) et LH (Luteinizing hormone) (Kaiser et al., 1997). LH et FSH sont ensuite libérées 
dans la circulation sanguine avant d’atteindre leurs cibles respectives. LH va se fixer à ses 
récepteurs exprimés par les CL, alors que FSH a pour cible les CS. Les LC stimulées par LH 
vont produire de la testostérone en réponse. Les CS produiront des protéines comme l’inhibine 
et l’activine. Ces protéines interviennent dans le rétrocontrôle de l’axe hypothalamo- 
hypophysaire-testiculaire et dans le contrôle de la spermatogénèse (Burger et al., 2004). 
L’activine stimule la production de FSH, alors que l’inhibine et la testostérone sont 
responsables du rétrocontrôle négatif de l’axe hypothalamo-hypophysaire-testiculaire (Gregory 
and Kaiser, 2004)(Figure 25).
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Figure 27 : Schéma général de la structure des récepteurs nucléaires et leurs domaines
Les récepteurs nucléaires (RNs) sont tous organisés en domaines fonctionnellement autonomes. Ils sont 
plus ou moins conservés entre les récepteurs nucléaires. Le domaine A/B aussi appelé NTD (N-terminal 
domain) est très variable entre les RNs. Il contient un domaine d’activation de la transcription (AF-1) 
indépendant de la fixation du ligand et est impliqué dans l’interaction avec les cofacteurs. Le domaine 
C appelé DBD (DNA biding domain) est très conservé, il est chargé de la reconnaissance et de la fixation 
des RNs à l’ADN sur les séquences cibles appelées HRE (Hormone-Response Element). Le DBD 
participe aussi à la dimérisation des RNs. Le domaine D ou région charnière est un lien flexible pour les 
changements de conformation des RNs et il peut aussi contenir un signal de localisation nucléaire. Le 
domaine E aussi appelé LBD (Ligand Binding Domain) permet la fixation du ligand à son RN. Il contient 
un domaine d’activation AF-2 dont l’activité est dépendante du ligand. Le LBD permet aussi le 
recrutement de cofacteurs et participe à la dimérisation des RNs. Le domaine F est peu conservé entre 
les RNs et peut être absent chez certains. Il est impliqué dans les interactions avec les cofacteurs ou la 
dimérisation des RNs.

        
     

Figure 26 : Arbre phylogénique des récepteurs nucléaires 
Issu de (Hermann-Kleiter and Baier, 2014)
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Chapitre III : Le récepteur nucléaire NR5A1  

 

1.  Généralités sur les récepteurs nucléaires  
  

Les récepteurs nucléaires (RN) font partie de la superfamille des facteurs de transcription. 

Ils nécessitent d’être activés par leurs ligands pour réguler positivement ou négativement la 

transcription de leurs gènes cibles. Par conséquent, les RNs sont impliqués dans un grand 

nombre de processus physiologiques (Liu et al., 2015). A ce jour, 49 RNs ont été identifiés chez 

la souris et 48 RNs chez l’homme. Les années suivant la découverte des RNs, plusieurs 

classifications et dénominations ont été publiées. En 1999, une classification internationale a 

été proposée, elle a permis d’assigner un nom officiel à chaque RN. Cette classification 

proposée par le Nuclear Receptors Nomenclature Committee est basée sur l’évolution des deux 

domaines les plus conservés entre les RNs : le domaine de liaison à l’ADN (ou DBD pour DNA 

binding domain) et le domaine de liaison du ligand (ou LBD pour ligand binding domain). En 

fonction de la conservation de ces séquences, la superfamille des RNs a été subdivisée en 6 

sous-familles allant de NR1 à NR6 (Figure 26) (Nuclear Receptors Nomenclature Committee, 

1999). Les noms attribués aux RNs se présentent sous la forme « NRABC » où : 

- A désigne le numéro de la sous-famille 

- B désigne le groupe auquel il appartient  

- C désigne le numéro du RN dans son groupe.  

Ainsi, NR5A1 fait partie de la 5ème sous-famille des RNs et est le 1er du groupe A.  

Les RNs possèdent une organisation modulaire dans laquelle les domaines qui les 

constituent sont fonctionnellement autonomes. Les RNs possèdent tous, à l’exception de la 

sous-famille NR0, 6 domaines nommés de A à F en partant la partie N-terminale (Figure 27). 

La dernière sous-famille NR0 est constituée des RNs qui ne possèdent pas le domaine de liaison 

du ligand ou à l’ADN (Robinson-Rechavi et al., 2003). 

 

1.1 Le domaine A/B ou NTD 

 

Le premier domaine A/B aussi appelé NTD (N-terminal domain) est localisé à l’extrémité 

N-terminale. C’est le domaine qui, du point de vue de la séquence et de la longueur, est le plus 

variable entre les RNs. Il contient un sous-domaine d’activation de la transcription appelé AF-
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Figure 28 : Liaison des récepteurs nucléaires aux éléments de réponse HRE (Hormone-Response 
Element) 
Les récepteurs nucléaires peuvent se lier en tant que monomères, homodimères ou hétérodimères à 
l'ADN. La manière dont les récepteurs constituant les hétérodimères vont se placer l’un par rapport à 
l’autre est dépendante de l’organisation des HRE. Ils peuvent être organisés en palindrome, en répétition 
directe ou en palindrome inversé. Les monomères n’ont besoin que d’une séquence du HRE précédée 
d’une séquence riche en A/T pour se fixer à l’ADN. Les homodimères se fixent à des séquences 
organisées en palindrome.  
Adapté de (Aranda and Pascual, 2001) 
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1 (activation function 1). AF-1 possède une activité indépendante du ligand et agit pour recruter 

des cofacteurs (Bocquel et al., 1989). Par exemple, dans le cas du récepteur des androgènes, le 

NTD interagit avec le LBD pour permettre la liaison avec des cofacteurs (He et al., 2000). 

 

1.2 Le domaine C ou DBD  
 

Le second domaine, le domaine C, aussi appelé DBD (DNA binding domain), est le plus 

conservé entre les RNs et est composé d’une soixantaine d’acides aminés. Il est responsable de 

la reconnaissance et de la fixation des RNs à l’ADN. Les sites de fixations des RNs sont situés 

au niveau de séquences consensus à proximité de leurs gènes cibles et sont appelés éléments de 

réponses aux hormones ou HRE (Hormone-Response Element) (Freedman et al., 1988 ; Helsen 

et al., 2012).  

Les HRE sont formés de deux séquences hexa-nucléotidiques dont deux types ont été 

identifiés « AGAACA » et « AGGTCA ». Les récepteurs nucléaires agissent la plupart du temps 

en se dimérisant soit avec un RN différent en formant un hétérodimère, soit avec le même RN 

formant ainsi un homodimère, soit sans se dimériser en agissant seul sous forme de monomère. 

Lors de la dimérisation des RNs, chaque RN se fixe à une des deux séquences du HRE. La 

proximité entre les deux séquences constituant le HRE permet une interaction directe entre les 

RNs du dimère. Par ailleurs, la manière dont ces séquences sont organisées l’une par rapport à 

l’autre a une influence sur la dimérisation des RNs qui s’y fixent (Figure 28). La fixation des 

RNs à l’ADN est possible grâce à la présence de deux doigts de domaines doigts de zinc. Le 

premier permet la reconnaissance spécifique du HRE alors que le second a une affinité moindre 

pour l’ADN et a pour rôle de stabiliser la dimérisation du RN et sa fixation à l’ADN (Freedman 

et al., 1988 ; Schena and Yamamoto, 1988). De plus, un certain nombre de RNs possèdent une 

extension d’environ 20 acides-aminés dans la partie C-terminale du DBD qui est appelée CTE 

(C-terminal extension region). La séquence de cette extension n’est pas conservée entre les RNs 

mais, pour tous ceux qui la possèdent, elle permet d’étendre les sites de contacts entre les RNs 

et le petit sillon de l’ADN afin de stabiliser et renforcer leur liaison (Aranda and Pascual, 2001). 

  

1.3 Le domaine D ou région charnière 
 

Le domaine D, aussi appelé région charnière ou « hinge », peut avoir une taille et une 

séquence très variables entre les RNs. Ce domaine constitue un lien flexible qui permet 
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l’orientation structurale entre le LBD et le DBD et entre le DBD et l’ADN (Germain et al., 

2006). Pour un certain nombre de RNs ce domaine contient un signal de localisation nucléaire 

et est le lieu de multiples modifications post-traductionnelles. Ces modifications permettent 

notamment le recrutement de cofacteurs (Ylikomi et al., 1992 ; Anbalagan et al., 2012). Enfin, 

en fonction des RNs, le rôle de ce domaine peut dépendre de la position de certains résidus ou 

dépendre de sa taille (Shaffer et al., 2005 ; Held et al., 2012 ; Tanner et al., 2010). Par exemple 

pour le récepteur de la vitamine D, la longueur de la séquence semble être importante mais pas 

sa séquence pour l’activation de la transcription (Shaffer et al., 2005). A l’inverse, le 

remplacement de certains résidus du domaine D du récepteur des hormones thyroïdiennes 

empêche l’interaction avec des corépresseurs (Damm et al., 1993).  

 

1.4 Le domaine E ou LBD 

 
Le domaine E aussi appelé LBD (Ligand Binding Domain) est le domaine de liaison du 

ligand. Il contient un domaine d’activation AF-2 (activation function 2) dont l’activation 

dépend de la fixation du ligand. Le LBD est composé de 12 hélices alpha. La fixation du ligand 

au LBD induit un changement de position de la douzième hélice qui permettra la fixation des 

coactivateurs nécessaires à l’activation de la transcription du gène cible. En l’absence de ligand, 

l’hélice 12 prendra une conformation différente qui permettra alors le recrutement des 

corépresseurs (Parker and White, 1996 ; Heldring et al., 2007 ; Weikum et al., 2018). Le LBD 

est aussi nécessaire à la dimérisation des RNs (Nagpal et al., 1993). Le LBD est assez variable 

surtout en ce qui concerne la poche de fixation du ligand, cette variabilité illustre la grande 

diversité des ligands existants.  

 

1.5 Le domaine F 
 

Enfin le domaine F est peu conservé entre les RNs. Il est même absent chez certains. Il est 

impliqué dans les interactions avec les cofacteurs ou dans la dimérisation des RNs (Wärnmarkt 

et al., 2001 ; Skafar and Zhao, 2008).  
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Figure 29 : Conservation de différentes régions de NR5A1 entre les espèces 
Les domaines fonctionnels de NR5A1 chez l'homme, le bovin, le rat et la souris sont représentés à 
l'échelle. Les nombres au-dessus de chaque domaine indiquent le pourcentage d'identité dans chaque 
domaine par rapport à la séquence humaine. Les nombres à l'extrémité carboxyle indiquent le nombre 
total d'acides aminés pour chaque espèce.  
Adapté de (Parker and Schimmer, 1997) 
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2. NR5A1   
  

2.1 Structure  

 
Nr5a1 est localisé sur le deuxième chromosome de la souris et sur le chromosome 9 chez 

l’homme (Taketo et al., 1995). NR5A1 est constitué des domaines retrouvés classiquement chez 

les RNs (présentés paragraphe au précédent). Il possède néanmoins quelques spécificités 

comme le fait que son domaine d’activation indépendant du ligand AF-1 ne soit pas situé dans 

le domaine NTD mais entre le domaine de liaison à l’ADN et la région charnière (Li et al., 

1999 ; Lewis et al., 2008).  

Son domaine de fixation à l’ADN, DBD est très conservé entre les espèces (Figure 29) 

(Parker and Schimmer, 1997 ; Pawlak et al., 2012). Il contient deux doigts de zinc dont le 

premier comporte un domaine appelé boîte P qui aura la charge de reconnaitre et de se lier à la 

séquence hexa-nucléotidiques consensus « AGGTCA » (Wilson et al., 1993). A l’extrémité C-

terminale du DBD, on retrouve l’extension appelée CTE (C-terminal extension region) présente 

chez les RNs capables d’agir sous forme de monomère comme c’est le cas pour NR5A1. Cette 

région est située juste après le second doigt de zinc et est appelée boîte A ou boîte FTZ-F1 

(Ueda et al., 1992). La boîte A permet la reconnaissance de séquence nucléotidique adjacente 

à la séquence consensus. Ce site de fixation supplémentaire ainsi que la coopération entre les 

boîtes A et P, permettent une liaison plus stable et de fortes affinités entre le monomère NR5A1 

et l’ADN (Wilson et al., 1993 ; Little et al., 2006 ; Helsen et al., 2012).  

Par ailleurs, NR5A1 a la particularité de faire partie des récepteurs nucléaires orphelins. Les 

RNs sont dits orphelins quand leurs ligands n’ont pas encore été identifiés. Ainsi, NR5A1 est 

capable d’être activé sans la fixation d’un ligand, il est constitutivement actif (Wilson et al., 

1993 ; Lu et al., 2013). NR5A1 possède néanmoins un site de fixation du ligand, LBD, structuré 

classiquement en 12 hélices et comportant un domaine d’activation AF-2. Pour les RNs 

possédant un ligand ce domaine AF-2 est essentiel à l’activation de la transcription dépendante 

de la fixation du ligand (Parker and Schimmer, 1997 ; Pawlak et al., 2012). Dans le cas de 

NR5A1, AF-2 est important pour le recrutement des cofacteurs (Schimmer and White, 2010 ; 

Park et al., 2007).  
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2.2 Ligands hypothétiques 

 

Comme mentionné précédemment, NR5A1 est considéré comme un récepteur nucléaire 

orphelin car aucun ligand de haute affinité n’a pu lui être associé. Par ailleurs, les hélices 1 et 

12 de NR5A1 sont capables d’adopter une conformation active en l’absence de ligand 

(Desclozeaux et al., 2002). On considère alors que son activité est plutôt modulée par des 

modifications post-traductionnelles et par l’association de cofacteurs (Wilson et al., 1993 ; Lu 

et al., 2013). Néanmoins, des molécules capables de se lier au LBD de NR5A1 et de moduler 

son activité transcriptionnelle ont été identifiées. La multiplication des études de 

cristallographie et de spectrométrie de masse ont permis d’étudier plus précisément les ligands 

potentiels de NR5A1 et ses changements de conformation dans différents contextes.  

Il a été découvert que des phospholipides sont capables de se loger dans la poche du LBD 

de NR5A1 (Forman, 2005). Ces phospholipides peuvent être d’origine bactérienne (comme la 

phosphatidyl éthanolamine ou la phosphatidylglycérol) ou mammifère (comme la 

phosphatidylcholine ou la phosphatidylinositol phosphate) (Krylova et al., 2005 ; Sablin et al., 

2009). Pour comprendre le rôle de ces phospholipides sur l’activité de NR5A1, des mutations 

empêchant la liaison des phospholipides par diminution de la taille de la poche du LBD, ou 

induction de mutations ponctuelles des sites de liaison ont été réalisées. La perte de liaison avec 

les phospholipides provoque l’incapacité de NR5A1 à recruter ses coactivateurs et induit une 

baisse significative de son activité transcriptionnelle (Forman, 2005 ; Li et al., 2005).  

Plus tard, en recherchant de nouveaux phospholipides endogènes, l’équipe de Marion B. 

Sewer a découvert que la sphingosine est aussi capable de se lier à NR5A1. Contrairement aux 

phospholipides, la sphingosine est un antagoniste naturel de NR5A1. En effet, la liaison de la 

sphingosine sur NR5A1 induit une baisse de l’expression de son gène cible Cyp17 dans des 

cultures de cellules surrénales humaines (Urs et al., 2006). La sphingosine induit une baisse de 

l’activité de NR5A1 en favorisant l’action de corépresseur tel que NCOR2 (nuclear receptor 

co-repressor 2 aussi appelé SMRT).  De plus, il a été observé que des niveaux d’AMPc élevés 

permettent d’augmenter l’activité de NR5A1 en provoquant le catabolisme de la sphingosine 

(Urs et al., 2006 ; Dammer et al., 2007).  

Des études ont permis de déterminer le lien entre la liaison des phospholipides, les 

modifications post-traductionnelles et l’activation de la transcription par NR5A1. Ce dernier 

possède un site de phosphorylation sur sa Sérine 203. Cette phosphorylation est réalisée par la 

kinase CDK7 (cyclin-dependent kinase 7) qui fait partie d’un complexe de coactivateurs de la 

transcription TFIIH. Des mutations empêchant l’interaction entre le LBD et les phospholipides 
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Figure 30 : Représentation schématique de la liste non exhaustive des protéines qui interagissent 
avec NR5A1 pour réguler son activité transcriptionnelle  
Les coactivateurs de NR5A1 sont représentés par des rectangles et les corépresseurs par des ovales.  
Les coactivateurs sont associés à l’action de histones acétyltransférases qui permettent de décondenser 
la chromatine pour la rendre accessibles à la machinerie transcriptionnelle. A l’inverse les corépresseurs 
recrutent des histones désacétylases pour condenser la chromatine.  
Adapté de (Hoivik et al., 2010) 
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induisent une diminution de la phosphorylation et de l’activité transcriptionnelle de NR5A1. 

Ainsi, ces résultats traduisent le fait que la liaison avec des phospholipides provoque le 

recrutement des protéines responsables de modifications post-traductionnelles et de 

coactivateurs qui permettent à leur tour l’activation de la transcription des gènes cibles (Lewis 

et al., 2008). Par ailleurs, ces recrutements ne sont pas dépendants des changements de 

conformation de NR5A1 puisqu’on sait que la liaison des phospholipides ne modifie pas la 

conformation globale du LBD (Sablin et al., 2009).  

Nr5a1 est exprimé à différents moments et dans de nombreux organes. NR5A1 agit la 

plupart du temps de manière dose-dépendante dans les processus biologiques dans lesquels il 

est impliqué. Malgré la découverte de molécule pouvant se lier à son LBD, NR5A1 est toujours 

considéré comme une RN orphelin. En effet, contrairement aux ligands classiques ces 

molécules ne modifient pas la conformation de NR5A1 pour l’activer mais ils participent au 

recrutement de cofacteurs responsables de modifications post-traductionnelles qui modulent 

son activité. Ainsi, les molécules pouvant se lier au LBD de NR5A1 peuvent être considérées 

comme des régulateurs qui permettent une modulation plus fine de son activité en fonction des 

organes ou des processus biologiques. 

 

2.3 Mode d’action de NR5A1 et ses corégulateurs  
 

NR5A1 agit comme la plupart des RNs pour activer ou réprimer la transcription de ses 

gènes cibles. En effet, en fonction du contexte NR5A1 recrutera soit des coactivateurs soit des 

corépresseurs (Figure 30). Ce recrutement est rendu possible grâce à des modifications post-

traductionnelles ou grâce à la liaison de NR5A1 à liaison des phospholipides. Ces corégulateurs 

agiront ensuite sur la structure de la chromatine en y modifiant les marques d’histones. Ainsi, 

une chromatine condensée est moins accessible à la machinerie transcriptionnelle et provoque 

une répression de la transcription. A l’inverse une chromatine décondensée sera plus accessible 

et permettra l’expression du gène cible (Brendel et al., 2002).  

Comme corépresseurs de NR5A1 on retrouve les deux RNs du groupe NR0 à savoir NR0B1 

(dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, on chromosome X, gene 1, 

aussi appelé DAX1) et NR0B2 (Small heterodimer partner aussi appelé SHP).  

NR0B2 a la capacité de réprimer l’activité transcriptionnelle de NR5A1 en se fixant à son 

domaine AF-2 (Li et al., 2005). De manière intéressante, NR5A1 est capable de se fixer sur le 

promoteur de NR0B2 pour induire son expression créant ainsi une boucle de régulation négative 

de l’activité de NR5A1 (Lee et al., 1999).  

117



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figure 31 : Inhibition de l’activité transcriptionnelle de NR5A1 par NR0B1  
(A) La protéine kinase A (PKA) empêche la fixation de NR0B1 à NR5A1. Elle permet aussi le 
recrutement de P300 qui a pour rôle d’acétyler NR5A1. L’acétylation de NR5A1 lui permet d’augmenter 
son ancrage à l’ADN et de recruter des coactivateurs mais aussi des histones acétyltransférases (HAC) 
qui décondense la chromatine en acétylant les histones.  
(B) En l’absence de PKA, NR0B1 se fixe au domaine AF-2 de NR5A1. L’ubiquitination de NR0B1 est 
réalisée par RNF31 (Ring Finger Protein 31) et permet sa stabilisation. NR0B1 permet alors le 
recrutement de NCOR 2 (aussi appelé SMRT). NCOR va à son tour recruter des histones désacétylases. 
Le retrait de ces marques d’histone provoque une condensation de la transcription qui empêche le 
recrutement de la machinerie transcriptionnelle.  
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NR0B1 quant à lui est aussi capable de se lier au domaine AF-2 de NR5A1 pour inhiber 

son activité transcriptionnelle (Babu et al., 2002 ; Suzuki et al., 2002). Une fois lié NR0B1 va 

recruter des corépresseurs appelés NCOR (nuclear receptor co-repressor) qui mobiliseront à 

leur tour des histones désacétylases responsables de la condensation de la chromatine et donc 

de son inaccessibilité (Crawford et al., 1998). La fixation de NR0B1 est améliorée par RNF31  

(Ring Finger Protein 31) qui procède à son ubiquitination (Ehrlund et al., 2009).  L’action de 

NR0B1 peut être inhibée grâce à des concentrations élevées en AMPc. En effet, l’AMPc agit 

via la protéine kinase A (PKA) pour provoquer l’acétylation de NR5A1 par P300 (histone 

acetyltransferase P300). L’acétylation de NR5A1 favorise les liaisons avec ses coactivateurs et 

augmente son ancrage à l’ADN (Chen et al., 2005). Dans le même temps PKA empêche la 

liaison de NR0B1 à NR5A1 (Fan et al., 2004)(Figure 31). Ces études permettent de mettre en 

lumière l’importance des modifications post-traductionnelles dans la régulation de l’activité des 

RNs.  

Il existe aussi des cofacteurs qui agissent sans induire de modification de la structure de la 

chromatine. C’est le cas de MBF-1 (Multiprotein bridging factor) qui est aussi est un 

coactivateur de NR5A1. En effet, MBF-1 se lie à NR5A1 et va permettre le recrutement de la 

machinerie transcriptionnelle sans modification de la chromatine (Kabe et al., 1999 ; Brendel 

et al., 2002).  
 

2.4 Processus biologiques et pathologies impliquant Nr5a1  

 

Durant le développement embryonnaire et jusqu’à l’âge adulte NR5A1 est impliqué dans 

de nombreux processus biologiques. En effet, chez la souris Nr5a1 est exprimé dans le 

primordium gonado-surrénalien, dans les cellules de Sertoli et de Leydig, dans le système 

nerveux central, dans les glandes surrénales ou encore dans le placenta (Luo et al., 1994 ; Ikeda 

et al., 1996 ; Sadovsky et al., 1995). Nous allons ici décrire plusieurs de ces implications de 

manière non exhaustive en nous focalisant surtout sur son rôle pour maintenir les fonctions 

reproductives.  

 

A. La stéroïdogenèse 

 

La stéroïdogenèse désigne le processus par lequel les hormones stéroïdiennes sont produites 

à partir du cholestérol en majorité par le testicule et les glandes surrénales. Durant le 
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Figure 32 : Du primordium gonado-surrénalien aux glandes surrénales et aux gonades matures
Le primordium gonado-surrénalien se divisent en deux parties juste après la colonisation des cellules 
germinales primordiales. Les cellules exprimant fortement Nr5a1 donneront naissance au primordium 
surrénalien alors que les cellules exprimant faiblement Nr5a1 donneront naissance au primordium 
gonadique. Le primordium surrénalien sera ensuite colonisé par les cellules de la crête neurale et les 
gonades se différencieront en ovaire ou en testicule selon le sexe chromosomique de l’individu.

   Adapté de (Morohashi, 1997)



 

développement embryonnaire, le primordium gonado-surrénalien se divise en deux parties qui 

donneront naissance au primordium surrénalien et au primordium gonadique (Vidal and Schedl, 

2000). Ce mécanisme est dépendant du niveau d’expression de Nr5a1 (voir Chapitre I.1. La 

formation des crêtes génitales (de la gonade bipotentielle)). En effet, à 10,50jpc les cellules 

exprimant fortement Nr5a1 constitueront le primordium surrénalien alors que les cellules 

exprimant faiblement Nr5a1 donneront le primordium gonadique (Luo et al., 1994 ; Morohashi, 

1997) (Figure 32). Une invalidation totale de Nr5a1 provoque une agénésie des glandes 

surrénales et une absence de gonades à la naissance (Luo et al., 1994). Par contre, l’invalidation 

d’une copie de Nr5a1 induit une diminution de la taille des glandes surrénales ce qui illustre 

l’action dose-dépendante de NR5A1 dans la formation des organes stéroïdogènes (Bland et al., 

2000 ; Bland et al., 2004). Le rôle de Nr5a1 durant le développement embryonnaire du testicule 

plus particulièrement dans les cellules de Sertoli et de Leydig a été développé dans le chapitre 

précédent (Chapitre I, 2.1.A. Les cellules de Sertoli et B. Les cellules de Leydig fœtales / 

adultes).  

La stéroïdogenèse fait intervenir des protéines de la famille des cytochromes P450 et des 

hydroxystéroïdes déshydrogénases (Figure 21). NR5A1 est impliqué dans la stéroïdogenèse en 

régulant l’expression des gènes indispensables à ce processus à plusieurs niveaux.  

L’un des premiers facteurs régulant la stéroïdogenèse est l’homéostasie du cholestérol, 

c’est-à-dire sa disponibilité et donc son transport à travers la circulation générale et dans les 

cellules. D’abord, lorsque le cholestérol est libre dans la circulation, ce dernier est estérifié par 

une protéine appelée SOAT1 (sterol o-acyltransferase 1, aussi appelé ACAT) (Ferraz-De-Souza 

et al., 2011 ; Rogers et al., 2015). Puis, pour être distribué aux cellules, le cholestérol doit 

retrouver une forme non estérifiée grâce à HSL (lipase/cholesteryl esterase codé par Lipe pour 

lipase, hormone sensitive) (Hołysz et al., 2011 ; Kulcenty et al., 2015). Son entrée dans les 

cellules se fait via le récepteur SCARB1 (scavenger receptor class B, member 1) (Cao et al., 

1997). Enfin, le transport du cholestérol dans la cellule et son entrée dans les mitochondries où 

a lieu la stéroïdogenèse sont possibles grâce aux protéines STAR (steroidogenic acute 

regulatory protein) et SCP2 (sterol carrier protein-2) (Lopez et al., 2001 ; Mizutani et al., 2010 ; 

Hatano et al., 2016). L’expression des gènes codants pour SOAT1, HSL, SCARB1, SCP2 et 

STAR est régulée par NR5A1.  

Une fois que le cholestérol se trouve dans les mitochondries, il subit de nombreuses étapes 

de transformations catalysées par des protéines de la famille des cytochromes P450 et des 

hydroxystéroïdes déshydrogénases. Les gènes codants pour un grand nombre d’entre elles 
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Table 4 : Localisations principales dans les organes reproducteurs des gènes impliqués dans la 
stéroïdogénèse et régulés par NR5A1   
Adapté de (Meinsohn et al., 2019) 
  

Gène 
stéroïdogène 

Localisations principales  Références 

STAR 
Cellules de la thèque, cellules de granulosa, 

en phase lutéal, cellules de Leydig 

Carlberg et al., 2010 ; Christenson et al., 2003 ; Hatano 

et al., 2016 ; Jeyasuria et al., 2004 ; Parker et al., 2002 

CYP11A1 
Cellules de la thèque, cellules de granulosa, 

en phase lutéal, cellules de Leydig 

Buaas et al., 2012 ; Clemens et al., 1994 ; Hatano et al., 

2016 ; Jeyasuria et al., 2004 ; Parker et al., 2002 ; Shih 

et al., 2011 ; Shih et al., 2008 ; Wakimoto et al., 1984 

CYP17A1 
Cellules de la thèque, cellules de granulosa, 

en phase lutéal, cellules de Leydig 
Buaas et al., 2012 ; Park et al., 2010 ; Parker et al., 2002 

CYP19 
Cellules de granulosa, cellules de Leydig, 

cellules de Sertoli 

Lynch et al., 1993 ; Miyabayashi et al., 2015 ; Wang et 

al., 2017 

HSD17B1 Tissus endométriosiques Attar et al., 2009 

HSD3B1 Cellules de la thèque, cellules de Leydig Buaas et al., 2012 ; Miyabayashi et al., 2015 

HSD3B2 En phase lutéal, cellules de Leydig 
 

Martin et al., 2005 ; Val et al., 2003 
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possèdent des sites consensus de fixation de NR5A1 (Parker and Schimmer, 1997 ; Miller and 

Auchus, 2011) (Table 4). Malgré l’importance de NR5A1 dans la stéroïdogenèse et la 

formation des glandes surrénales, peu de cas de patients atteints d’insuffisance surrénalienne 

présentant des mutations dans le gène NR5A1 ont été répertoriés à ce jour. Ainsi, il semble que 

chez l’homme la fonction surrénalienne soit moins sensible à la perte de l’activité de NR5A1 

que la fonction gonadique (Buonocore and Achermann, 2020).  

 

B. L’ovaire 

 

Nr5a1 est exprimé dans les cellules somatiques de la  gonade bipotentielle puis n’est plus 

détecté dans l’ovaire entre 13,50jpc et la naissance (Ikeda et al., 1994). Plus tard, Nr5a1 est 

exprimé dans les cellules de granulosa et dans les cellules de la thèque (Hinshelwood et al., 

2003). L’invalidation conditionnelle de Nr5a1 dans les cellules de granulosa chez la souris 

grâce à la recombinase Cre provoque la stérilité des animaux par hypoplasie des ovaires, 

diminution du nombre d’ovocytes et absence de corps jaune. De plus, les cellules de granulosa 

présentent une baisse d’expression des gènes impliqués dans la prolifération cellulaire et une 

baisse d’expression d’Amh (Pelusi et al., 2008).  Chez la femelle Amh est impliquée dans la 

folliculogénèse. La diminution du taux d’AMH est en adéquation avec le fait que chez 

l’homme, NR5A1 agit en coopération avec FOXL2 pour induire l’expression d’Amh (Jin et al., 

2016).  

 

C. Développement neuronal 

 

Chez la souris aux stades embryonnaires, Nr5a1 est exprimé dans le prosencéphale à partir 

de 11,50jpc et dans le diencéphale à partir de 12,50jpc (Ikeda et al., 1994).  A l’âge adulte, 

Nr5a1 est exprimé dans les cellules du noyau ventro-médian de l’hypothalamus et ses 

précurseurs (Ikeda et al., 1995 ; Stallings et al., 2002). Son invalidation totale ou spécifiquement 

dans le noyau ventro-médian de l’hypothalamus provoque une désorganisation importante de 

l’architecture de ce dernier, et des défauts de différenciation des neurones qui le composent. On 

observe aussi une diminution de l’activité locomotrice qui provoque une obésité tardive chez 

les animaux invalidés (Ikeda et al., 1995 ; Dellovade et al., 2000 ; Majdic et al., 2002 ; Tran et 

al., 2003 ; Kim et al., 2011). Chez la femelle, le noyau ventro-médian de l’hypothalamus régule 

un certain nombre de processus reproductif et notamment le comportement sexuel et le cycle 
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ovarien. L’invalidation de Nr5a1 dans le système nerveux central provoque des cycles ovariens 

irréguliers conduisant à une hypofertilité et un comportement sexuel anormal. En effet, les 

femelles invalidées présentent une baisse de réceptivité en présence de mâles, et une diminution 

de la lordose qui est le réflexe de courbure du dos permettant la pénétration vaginale (Kim et 

al., 2010). Ces données montrent que l’implication de Nr5a1 dans le noyau ventro-médian de 

l’hypothalamus est importante pour l’homéostasie énergétique, mais aussi le comportement 

sexuel chez la souris.  

 
D. L'endométriose 

 

L’endométriose est une maladie qui touche 6% à 10% des femmes en âge de procréer et qui 

se manifeste par la présence de glandes endométriales et de stroma à des emplacements 

ectopiques, majoritairement dans le péritoine, les ovaires et le septum recto-vaginal (structure 

qui sépare le vagin et le rectum). Dans les tissus endométriaux on constate une augmentation 

de l’expression des gènes  STAR et NR5A1, qui est corrélée avec la gravité de l’affection chez 

les patientes (prostaglandin-endoperoxide synthase 2)(Tian et al., 2009 ; Burney and Giudice, 

2012 ; Anupa et al., 2019). L’augmentation de l’expression de NR5A1 est causée par une 

hypométhylation de son promoteur et son exon 1, et un enrichissement de l’acétylation des 

histones 3 et 4 au niveau de son promoteur (Xue et al., 2007 ; Yamagata et al., 2014 ; Monteiro 

et al., 2014 ; Houshdaran et al., 2016). La réexpression de NR5A1 dans les tissus endométriaux 

contribuerait à leur croissance en provoquant l’augmentation de la stéroïdogenèse locale et en 

favorisant l’inflammation (Xue et al., 2007 ; Vasquez et al., 2016).  

 

E. Cancer 

 

La dérégulation de l’expression de NR5A1 a été observée dans de nombreux cancers. 

Premièrement, dans certains cancers de l’ovaire on constate une diminution de l’expression de 

NR5A1 (Hu et al., 2015 ; Hattori et al., 2015). En effet, NR5A1 jouerait un rôle de suppresseur 

de tumeur en favorisant la synthèse de progestérone qui, elle-même, induirait une baisse de la 

prolifération tumorale et une augmentation de l’apoptose des cellules (Syed et al., 2001 ; 

Lukanova and Kaaks, 2005 ; Hinkula et al., 2006 ; Ramayya et al., 2010). 

Deuxièmement, dans le cadre des tumeurs surrénaliennes on observe, à l’inverse, une 

augmentation de l’expression de NR5A1. Chez les enfants atteints de tumeurs surrénaliennes, 
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on constate une augmentation du nombre de copies de NR5A1 (Figueiredo et al., 2005). Cette 

augmentation, provoque une augmentation de l’expression de NR5A1 qui induit une 

dérégulation des gènes impliqués dans le métabolisme des stéroïdes, le cycle cellulaire, 

l'apoptose et l'adhésion à la matrice extracellulaire (Doghman et al., 2007). Ces dérégulations, 

aussi observées dans des modèles murins, conduisent à une prolifération incontrôlée des 

cellules des glandes surrénales et l’apparition de tumeur (Doghman et al., 2007). L’action de la 

sphingosine un antagoniste naturel de NR5A1 (voir Chapitre III. 2.2 Ligands hypothétiques), 

n’a pas d’effet sur la prolifération des cellules des glandes surrénales ni sur l’expression des 

gènes cibles de NR5A1. Ce résultat suggère que l’action de NR5A1 dans les tumeurs 

surrénaliennes est indépendante de la fixation des phospholipides (Doghman et al., 2007). Par 

contre, l’équipe de Enzo Lalli a montré que des traitements avec un agoniste inverse, 

l’isoquinolinone, permettent de diminuer la prolifération des cellules tumorales ; cette molécule 

pourrait ainsi servir à améliorer les chimiothérapies des cancers surrénaliens (Doghman et al., 

2009). Enfin, les cancers testiculaires causés par des tumeurs des cellules de Leydig sont rares. 

Néanmoins, dans ce type de tumeurs, on observe aussi une augmentation de  l’expression de 

NR5A1 conduisant à des niveaux élevés d’œstradiol chez l’homme et le rat (Sirianni et al., 

2007 ; Straume et al., 2012).  Bien que l’implication de NR5A1 dans ces types de cancers ait 

été démontrée, il reste à comprendre comment ce dernier agit pour provoquer la prolifération 

aberrante des cellules tumorales. L’équipe de Bon-chu Chung a montré que NR5A1 est 

impliqué dans l’homéostasie des centrosomes dans les cellules surrénales et les cellules de 

Leydig. D’ailleurs, dans les cellules des tumeurs surrénaliennes il a été observé des défauts du 

nombre de centrosomes (Roshani et al., 2002). Ainsi, il a été proposé que NR5A1 agit comme 

un gardien en prévenant la duplication excessive des centrosomes et donc la prolifération 

aberrante des cellules (Wang et al., 2013a ; Wang et al., 2013b ; Wang et al., 2014).  

 

F.  Troubles du développement sexuel 

 

Les troubles du développement sexuel (TDS), appelés DSD en anglais pour 

« disorders/differences of sex development » désignent les affections congénitales dans 

lesquelles le développement du sexe chromosomique, gonadique ou anatomique est atypique 

(Hughes et al., 2006). A ce jour 188 mutations dans le gène NR5A1 ont été recensées et 238 cas 

de patients porteurs de ces mutations ont été publiés (Fabbri-Scallet et al., 2020). En 2020, 

Maricilda Palandi de Mello et son équipe ont publié un article dans lequel ils réexaminent 
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Figure 33 : Localisations des 188 mutations du gène NR5A1 chez l’homme 
La partie inférieure représente les 7 exons qui composent la séquence génomique de NR5A1. Les 
mutations indiquées en dessous de cette séquence correspondent aux mutations introniques.  
La partie supérieure représente la protéine NR5A1 avec ses différents domaines. ZN1 et ZN2 désignent 
les deux doigts de zinc présents dans le domaine de liaison à l’ADN (DBD). AF-1 et AF-2 désignent les 
domaines d’activation donc le second est présent dans le domaine de liaison au ligand (LBD). Les 
mutations indiquées au-dessus de cette séquence correspondent aux mutations localisées dans les exons 
et sont écrites de manière à traduire les changements d’acides aminés qu’elles provoquent sur la 
séquence protéique.  
Adapté de (Fabbri-Scallet et al., 2020) 
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l’ensemble de ces cas, dans le but d’identifier des liens entre le génotype et le phénotype de ces 

patients (Fabbri-Scallet et al., 2020). Les phénotypes causés par ces mutations sont très variés ; 

on retrouve par exemple des dysgénésies gonadiques complètes ou partielles, de l’infertilité, 

une insuffisance ovarienne, la présence d’ovaires polykystiques, la présence d’ovotesticule ou 

encore la persistance des dérivés des canaux de Müller chez des patients 46XY (Bashamboo et 

al., 2016 ; Igarashi et al., 2017 ; Fabbri-Scallet et al., 2020)(Table 4). Les auteurs ont aussi 

constaté que 90% des patients affectés par une mutation dans le gène NR5A1 présentent un 

caryotype 46XY et seulement 54% d’entre eux ont une apparence masculine contre 46% avec 

une apparence féminine (Malikova et al., 2014). Pour les 10% des patients 46XX, on observe 

que 25% d’entre eux présentent une absence des dérivés des canaux de Müller et la moitié de 

ces derniers ont une apparence masculine (Bashamboo et al., 2016 ; Igarashi et al., 2017). Ces 

mutations sont localisées dans des régions très différentes sur le gène NR5A1 : 35% sont situées 

dans le domaine de liaison à l’ADN et 42% dans le domaine de liaison du ligand. Ces données 

ne permettent pas de faire de corrélation entre le phénotype observé et le domaine où se situe 

la mutation (Figure 33). Néanmoins, même si ces troubles proviennent majoritairement d’une 

mutation dans le gène NR5A1, il a aussi été vu que des duplications ou des délétions de portion 

du chromosome 9 sur lequel se situe NR5A1 peuvent causer des TDS (Barbaro et al., 2007 ; 

Schlaubitz et al., 2007 ; van Silfhout et al., 2009 ; Harrison et al., 2013). Ces données permettent 

de confirmer que NR5A1 agit de manière dose-dépendante. Enfin, en prenant en compte les 

différents phénotypes allant d’une apparence féminine ou masculine complète et les différentes 

mutations, les auteurs n’ont pas réussi à faire de corrélation entre le type de mutation, leur 

localisation et la sévérité du phénotype de TDS qui en résulte (Fabbri-Scallet et al., 2020).  
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Objectifs  

 

Comme il a été décrit dans l’introduction, la formation du testicule à partir du primordium 

gonado-surrénalien se déroule en plusieurs étapes nécessitant l’activation de plusieurs cascades 

d’expression de gènes. L’efficacité d’action de ces derniers dépend du moment et de la dose à 

laquelle ils sont exprimés. L’un de ces gènes clés du développement testiculaire est Nr5a1. 

Dans un premier temps, la division du primordium gonado-surrénalien en primordium 

surrénalien et en primordium gonadique est dépendante du niveau d’expression de Nr5a1(Luo 

et al., 1994). Dans un second temps, il a été découvert que son niveau d’expression est 

déterminant lors de la différenciation des cellules somatiques en cellules stéroïdogènes. Puis, 

en coopération avec SRY, NR5A1 permet l’initiation de l’expression de Sox9, un gène essentiel 

à la différenciation sexuelle et la différenciation des cellules de Sertoli. Une fois la 

différenciation sexuelle achevée, Nr5a1 est fortement exprimé dans les cellules de Leydig. 

Aussi, c’est son rôle comme facteur de transcription régulant les gènes impliqués dans la 

stéroïdogenèse, dans les cellules de Leydig, qui a été le plus étudié (Morohashi et al., 1992 ; 

Morohashi and Omura, 1996). 

Plusieurs études génétiques chez la souris ont aussi permis d’appréhender le rôle de Nr5a1 

avant la différenciation sexuelle. En effet, les modèles dans lesquels Nr5a1 est surexprimé lors 

de l’invalidation de Pod1 et Wt1 ont permis de mettre en lumière de rôle de Nr5a1 dans la 

différenciation des précurseurs somatiques en cellules stéroïdogènes et de soutien (Cui et al., 

2004 ; Chen et al., 2017). Ces modèles n’ont malheureusement pas permis d’étudier le rôle de 

Nr5a1 dans les cellules de Sertoli après la différenciation sexuelle. Et pourtant, Nr5a1 est 

exprimé dans les cellules de Sertoli tout au long de la vie. Mon projet de thèse avait justement 

pour objectif d’étudier le rôle de Nr5a1 dans les cellules de Sertoli après la différenciation 

sexuelle. Pour cela, j’ai généré un modèle de souris mutantes (Nr5a1SC-/-), dans lequel le gène 

codant NR5A1 est invalidé uniquement dans les cellules de Sertoli, à partir de 13,50jpc.  

J’ai d’abord analysé l’impact de l’invalidation de Nr5a1 sur l’architecture du testicule et 

l’expression des gènes Sertoliens car les études publiées à ce jour ont mis en évidence que 

NR51A est capable de se fixer et de réguler l’expression d’un certain nombre d’entre eux, 

souvent en coopération avec d’autres facteurs de transcription. Puis, je me suis attachée à 

comprendre le devenir des cellules germinales chez les animaux Nr5a1SC-/- car il est établi que 

les cellules de Sertoli jouent un rôle déterminant dans le testicule fœtal en prévenant leur entrée 
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en méiose et en régulant leur entrée en quiescence. J’ai aussi étudié le devenir et l’activité des 

cellules de Leydig, dont on sait que la différenciation dépend en partie de signaux provenant 

des cellules de Sertoli. Par la suite, j’ai analysé la formation du tractus urogénital des animaux 

mutants. La différenciation des organes sexuels peut dépendre des niveaux d’AMH, de 

testostérone et de dihydrotestostérone produites à des stades différents et par différents types 

cellulaires. J’ai aussi analysé au niveau moléculaire l’effet de l’invalidation de Nr5a1 dans les 

cellules de Sertoli. Pour cela j’ai déterminé le transcriptome de chaque cellule qui compose le 

testicule, 24 heures après l’invalidation de Nr5a1. Cette méthode permet d’observer les 

variations fines d’expression des gènes dans tous les types cellulaires présents dans la gonade.  

Enfin, je me suis demandé si l’invalidation de Nr5a1 des cellules de Sertoli une fois que 

celles-ci soient devenues post-mitotique (environ 15 jours après la naissance) avait un impact 

sur leur fonction lors de la spermatogénèse. Pour cela, j’ai généré un autre modèle de souris 

mutantes, dans lequel Nr5a1 est invalidé dans les cellules de Sertoli après la naissance, grâce à 

un système génétique inductible permettant de contrôler le moment exact de l’invalidation.  

Les résultats de ces travaux font l’objet d’une publication qui sera prochainement proposée 

à un journal scientifique. Ils se trouvent dans la section suivante. 
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NR5A1 is required in Sertoli cells after sex determination to maintain 

both cellular identity and survival during fetal development 

Sirine SOUALI-CRESPO1, Diana CONDREA1, Nadège VERNET1, Betty FÉRET1, 

Muriel KLOPFENSTEIN1, Erwan GRANDGIRARD1,2, Marie CERCIAT1,3, Matthieu 

JUNG1,3, Manuel MARK1,4, and Norbert B. GHYSELINCK1*1 

1. Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC), Département de Génétique Fonctionnelle
et Cancer, Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS UMR7104), Institut National de la Santé et de
la Recherche Médicale (INSERM U1258), Université de Strasbourg (UNISTRA), 1 rue Laurent Fries, BP-10142,
F-67404 Illkirch Cedex, France

2. GenomEast Platform, France Génomique consortium, IGBMC, 1 rue Laurent Fries, F-67404 Illkirch Cedex,
France

3. Imaging Center, IGBMC, F-67404 Illkirch Cedex, France
4. Service de Biologie de la Reproduction, Hôpitaux Universitaires de Strasbourg (HUS), France

Nr5a1 is an orphan nuclear receptor crucial for gonadal development in mammals. It is 
expressed in the somatic cells of the gonad, throughout the sex determination period, during 
which it controls genes involved in differentiation of Sertoli and Leydig cells (SC and LC, 
respectively). To investigate its role at later stages, we have generated and analysed mutant mice 
lacking Nr5a1 in SC (Nr5a1SC–/–), from embryonic day 13.5 (E13.5) onwards. The loss of Nr5a1 
first induces a decreased expression of characteristic genes of the SC identity (e.g., Sox9, Sox8, 
Amh). It also induces a disorganization of the seminiferous cords, which yields male germ cells 
to prematurely enter meiotic prophase I at E14.5 instead of becoming quiescent, as observed in 
a normal situation. Single-cell RNA-sequencing experiments revealed that some Nr5a1-deficient 
SC express genes found in somatic progenitor cells from earlier stages, while some other 
express genes characteristic of the granulosa cell identity. This finding indicates that loss of 
Nr5a1 induces dedifferentiation of SC, as well as their trans-differentiation into female somatic 
cells. Cell-fate mapping also shows that Nr5a1-deficient SC progressively die by a Trp53-
independent mechanism related to anoïkis. As a consequence, Nr5a1SC–/– newborn testes 
contain only LC and interstitial cells. Adult mutants display Müllerian duct derivatives (i.e., 
uterus, vagina) that can be explained by loss of Amh expression in SC. They also display a 
decreased anogenital distance, and smaller seminal vesicles and penis, likely related to the loss 
of Hsd17b1- and Hsd17b3-mediated synthesis of testosterone in SC. Altogether our results 
reveal that Nr5a1 safeguards the identity of SC and prevents their death during testicular 
development at stages later than the period of sex determination.

RESULTS 

Deletion of Nr5a1 in Sertoli cells. 

To achieve Nr5a1 ablation in Sertoli cells (SC) 
later than at the stage of sex determination, we 
introduced the Sertoli-cell expressed 
Plekha5Tg(AMH-cre)1Flor transgene (Lécureuil et al., 
2002) in mice bearing loxP-flanked alleles (L2) of 
Nr5a1. To visualize Nr5a1-deleted SC, we further 
introduced the Cre-dependent reporter transgene 
Gt(ROSA)26Sortm1(EYFP)Cos (Srinivas et al., 2001) 
in our mice. The resulting Plekha5Tg(AMH-cre)1Flor; 
Nr5a1+/+;Gt(ROSA)26Sortm1(EYFP)Cos and 
Plekha5Tg(AMH-cre)1Flor;Nr5a1L2/L2;Gt(ROSA)26Sortm1(EYFP)Cos 
males are referred to as controls and 
Nr5a1SC-/- mutants, respectively. The timing and 
the efficiency of Cre-mediated recombination was 
assessed through the use of immunohistochemis- 

1* Author for correspondence: norbert@igbmc.fr Tel: +33 388 655 674; Fax: +33 388 653 201 

try (IHC) with antibodies recognizing the yellow 
fluorescent protein (YFP). No YFP protein was 
detected at E11.5. Quite surprisingly, YFP was 
readily detected in the gonads of embryonic day 
(E) 12.5 control and mutant fetuses, in all SC
(arrows, Fig. 1A,B). This indicates that Cre-
mediated excision was efficient in our genetic
background from E12.5, earlier than anticipated
according to the Cre expression pattern previously
described for the Plekha5Tg(AMH-cre)1Flor transgene
(Lécureuil et al., 2002). Loss of NR5A1 in SC was
then assessed by IHC. The NR5A1 protein was
still detected in the nuclei of many SC of mutant
testes at E12.5 (Fig. 1B), at a similar level than in
control testes (Fig. 1A). At E13.5, the SC were
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readily identified by their expression of YPF 
(arrows, Fig. 1C,D). The nuclei of all of them were 
NR5A1-positive in the control (Fig. 1C), but 
NR5A1-negative in the mutant testes (Fig. 1D). 
Importantly, NR5A1 was prominently detected in 
the nuclei of other cells (arrowheads), which were 
assigned the identity of Leydig cells (LC) because 
of their co-expression of the steroid 3 beta-
hydroxy-steroid dehydrogenase type 1 (HSD3B1, 
Fig. 1E,F) of both control and mutant testes, 
further attesting for the SC-specific excision of 
Nr5a1. Altogether these data indicate that efficient 
Cre-mediated recombination of the Nr5a1 loxP-
flanked alleles occurred as early as E12.5, and 
that NR5A1 protein was lost in SC from E13.5 
onwards. 

Ablation of Nr5a1 in SC alters testis histology. 

We analysed the histology of Nr5a1SC–/– testes 
during fetal development. While normal at E13.5 
(Fig. 1G,H), the majority of Nr5a1SC–/– testis cords 
at E14.5 displayed reduced diameters and poorly 
defined and discontinuous contours (broken 
dotted line, Fig. 1I,J). At E15.5 the organisation 
into cords had almost disappeared, (broken dotted 
line, Fig. 1K,L). In addition, from E14.5 onwards 
germ cells (GC) displayed an abnormal 
appearance, suggesting premature entry into 
meiosis and/or by apoptotic death (arrows, 
Fig. 1J,L). 

Ablation of Nr5a1 in SC induces germ cells to 
enter meiosis prematurely. 

To determine the fate of GC, we performed 5-
Bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) incorporation 
experiments combined with IHC for detection of 
DDX4, a GC-specific cytoplasmic protein 
(Fujiwara et al., 1994). We found that the 
proportion of BrdU-positive GC in control testes 
decreased from 29 ± 6% (n=3) at E13.5 to 3 ± 2% 
(n=3) and 2 ± 1% (n=3) at E14.5 and E15.5, 
respectively (Fig. 2A-C,G). In contrast, 36 ± 9% 
(n=3), 24 ± 3% (n=4) and 26 ± 8% (n=3) of GC 
were in S-phase in the Nr5a1SC–/– testes at E13.5, 
E14.5 and E15.5, respectively (Fig. 2D-G). This 
suggested that GC in mutant testes may enter the 
meiotic prophase instead of becoming quiescent 
as in the control situation. Accordingly, many GC 
present in the Nr5a1SC–/– testes at E14.5 
expressed meiotic makers (Vernet et al., 2020), 
such as the gatekeeper STRA8 or the cohesin 
REC8 (Fig. 2M,N). Some of them stained 
positively for the histone variant H2AFX (Fig. 2O). 
The same applied for the few remaining GC in 
E15.5 Nr5a1SC–/– testes (Suppl. Fig. 1). In 
contrast, GC in control testes did not express any 
meiotic marker (Fig. 2H-K), as anticipated for GC 
entering quiescence. To further assess the fate of 
GC, we performed terminal deoxy-nucleotidyl 
transferase dUTP nick-end labelling (TUNEL)  

Figure 1. Ablation of Nr5a1 is efficient from E13.5 onwards. 
(A-F) Detection of NR5A1 (red nuclear signals), YFP (green 
cytoplasmic signal), and HSD3B1 (red cytoplasmic signal) by 
IHC on transverse histological sections of the testis of a control 
(A,C,E) and a Nr5a1SC–/– mutant foetus (B,D,F) at E12.5 (A,B) 
and E13.5 (C-F). Efficient excision of the reporter transgene by 
cre is assessed by YFP expression in virtually all Sertoli cells 
(arrows) as early as E12.5 (A,B). However, loss of NR5A1 in 
Sertoli cells is only achieved at E13.5 (compare C with D). At 
this stage, expression of NR5A1 is maintained in Leydig cells 
(arrowheads in C,D), as identified on consecutive sections by 
their expression of HSD3B1 (E,F). Nuclei are counterstained 
with DAPI (blue signal). (G-L) Histological sections through 
E13.5 (G,H), E14.5 (I,J) and E15.5 (K,L) control (G,I,K) and 
Nr5a1SC–/– mutant (H,J,L) fetuses stained by hematoxylin and 
eosin (H&E). In controls, the seminiferous cords are well 
defined (dotted lines). In mutants, they are poorly defined from 
E14.5 onwards (broken dotted lines). Legend: A, adrenal 
gland; L, liver, M, mesonephros. Scale bar (in F): 60 µm (A-F) 
and 30 µm (G-L). 

assays at E14.5. The number of TUNEL-positive 
cells was significantly larger in Nr5a1SC–/– testes 
than in controls [79 ± 9 cell/mm2 (n=6) versus 
27 ± 11 cell/mm2 (n=3), respectively; p<0.05]. 
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Figure 2. Germ cells prematurely initiate meiosis and die in Nr5a1SC–/– mutants. (A-F) Detection of DDX4 (red cytoplasmic 
signals) and BrdU (green nuclear signals) by IHC on histological sections of control (A-C) and Nr5a1SC–/– mutant (D-E) testes at 
E13.5 (A,D), E14.5 (B,E) and E15.5 (C,F). Arrows and arrowheads point to BrdU-positive germ and Sertoli cells, respectively. (G) 
Histograms showing the percentage of BrdU-positive germ cells in control and mutant testes, as a function of the developmental 
stages. (H-O) Detection of DDX4, STRA8, REC8, H2AFX (red signals) and AMH (green cytoplasmic signals) by IHC on histological 
sections of control (H-K) and Nr5a1SC–/– mutant (L-O) testes at E14.5. Arrows point to germ cells. The meiotic STRA8, REC8, 
H2AFAX proteins are detected in the mutant but not in the control testes. (P,Q) Detection of TUNEL-positive cells (green signals) 
and TRA98- or DDX4-positive germ cells (red signals) on histological sections from E13.5 (R) and E14.5 (S) Nr5a1SC–/– mutant 
testes. (R) Detection of TUNEL-positive cells (red signal) and YFP-positive Sertoli cells (green signal) on histological sections 
from an E14.5 mutant testis. Arrows and arrowheads (in P-R) point to TUNEL-positive cells which are likely to be germ cells and 
Sertoli cells, respectively. Scale bar (in O): 25 µm (A-F), 50 µm (H-O) and 30 µm (P-R). 
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Many of the TUNEL-positive cells in the mutants 
were identified as GC, because of the large size of 
their nuclei, and their localization inside the cords, 
amongst clusters of GC-specific nuclear antigen 
TRA98-positive/DDX4-positive cells, or surround-
ded by the cytoplasm of SC (Fig. 2P-R). 
Altogether, these findings indicate that NR5A1-
deficient SC were not able to support normal 
differentiation of GC, which eventually died. 

Ablation of Nr5a1 in SC impairs expression of 
SOX9, SOX8, SOX10 and AMH. 

NR5A1 is known to regulate the anti-Müllerian 
hormone (Amh) gene in SC (de Santa Barbara et 
al., 1998). AMH protein was detected at a normal 
level in E12.5 Nr5a1SC–/– mutant testes 
(Fig. 3A,B), and its expression decreased 
progressively between E13.5 and E14.5 (Fig. 3C-
F). Because NR5A1 interacts with SOX9 to 
regulate Amh and is required for the maintenance 
of SOX9 expression (de Santa Barbara et al., 
1998; Sekido & Lovell-Badge, 2008), we next 
tested by IHC whether ablation of Nr5a1 altered 
expression of SOX9. The SOX9 protein was 
readily detected in the nuclei of all SC in control 
and mutant testes at E12.5 (Fig. 3G,H). At E13.5, 
nuclear SOX9 was evident in all SC of the controls 
(Fig. 3I), but in only 50% of the SC in Nr5a1SC–/– 
mutants and its expression was clearly decreased 
in the remaining 50% (Fig. 3J). In the E14.5 
Nr5a1SC–/– mutants, only a few SC were SOX9-
positive, with a cytoplasmic staining in some of the 
cases (compare insets, Fig. 3K,L). To test 
whether the loss of NR5A1 modified the 
expression of other Sox genes, we checked by 
IHC the levels of SOX8 and SOX10, which are 
important for testis cord formation (Barrionuevo et 
al., 2009; Georg et al., 2012). SOX8 and SOX10 
were not detected at E12.5 and E14.5, but many 
SC were SOX8- and SOX10-positive in control 
gonads at E13.5. In contrast, only few SC reacted 
positively with SOX8 or SOX10 antibodies in 
Nr5a1SC–/– mutant gonads at E13.5 (Suppl. 
Fig. 2). 

These IHC data were strengthened by the 
decreased steady state levels of Amh, Sox9 and 
Sox8 mRNAs that was evidenced by RT-qPCR 
analysis of whole gonads of Nr5a1SC–/– mutants 
(Fig. 3S). Interestingly, the level of prostaglandin 
D2 synthase (Ptgds) mRNA was also significantly 
reduced in Nr5a1SC–/– mutant testes at E14.5. This 
finding is in keeping with the fact that SOX9 is 
required for normal expression of Ptgds (Wilhelm 
et al., 2007). Furthermore, it may explain the 
cytoplasmic localization of SOX9 observed at 
E14.5 in Nr5a1SC–/– mutant testes (inset, Fig. 3L) 
because prostaglandin D2, the end product 
synthesized by PTGDS, is required for nuclear 
translocation of SOX9 (Moniot et al., 2009). 

In parallel, we analysed the expression of 
GATA4, a transcription factor whose expression is 
also important for Amh expression (Tremblay & 
Viger, 1999), and Wilm's tumor 1 protein (WT1), 
which is required for SC differentiation (Buganim 
et al., 2012). GATA4 and WT1 were detected at 
similar levels in SC nuclei of both control and 
mutant testes, from E12.5 to E14.5 (Fig. 3M-R; 
Suppl. Fig. 2). 

Ablation of Nr5a1 in SC induces 
disorganisation of the testis cords. 

Expression of SOX proteins is normally 
required to maintain testis cord integrity (Georg et 
al., 2012), and SOX9 is known to regulate the 
expression of collagen type IV, a major 
component of basement membranes (Sumi et al., 
2007). Given the discontinuity in the contours of 
testis cords (Fig. 1J,L) and the loss of SOX9 
expression (Fig. 3J,L) in Nr5a1SC–/– testes, we 
performed IHC for detection of collagen type IV 
(COL-IV). In these experiments, we took 
advantage of expression of the reporter transgene 
YFP to visualise the NR5A1-deficient SC and the 
contours of the testis cords. At E14.5, COL-IV was 
surrounding the whole periphery of some cords 
(Fig. 4A,B). However, its expression was absent 
at the periphery of some other cords in Nr5a1SC–/– 
mutant testes (arrows, Fig. 4B). The areas where 
COL-IV staining was lost corresponded to the 
periphery of the seminiferous cords where 
expression of SOX9 was also lost (arrowheads, 
Fig. 4D). This result suggests that loss of NR5A1 
in SC yielded loss of the basement membranes of 
some seminiferous cords and, thereby, their 
disorganization. 

Transcriptomic signatures of the cell-types 
present in control and Nr5a1-deficient 
gonads. 

To assess the fate of NR5A1-deficient SC, we 
performed single-cell RNA sequencing (scRNA-
seq) experiments using dissociated cell 
suspensions obtained from 12 control and 16 
Nr5a1SC–/– E14.5 whole testes. All samples were 
processed in parallel to exclude batch effects. 
From a total of 5,421 and 6,444 individual 
transcriptomes obtained from control and mutant 
testicular cells, 3,675 and 4,466 cells passed 
standard quality control and were retained for 
subsequent analysis. On average, we detected 
10,806 unique molecular indices (UMIs) and 3,307 
genes in each individual cell, which were sufficient 
to define distinct cell types in the gonads. 
Unsupervised clustering of the total 8,141 
testicular cells projected onto t-distributed 
stochastic neighbour embedding (t-SNE) analysis 
plot identified seven clusters of cells with similar 
transcriptomes (Fig. 5A). Only one cluster (C7) 
consisted of cells derived solely from Nr5a1SC–/–  
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Figure 3. Ablation of Nr5a1 in Sertoli cells impairs AMH and SOX9 expression. (A-R) Detection of AMH, SOX9 and GATA4 
(red signals) on transverse histological sections of testes of control (A,C,E,G,I,K,M,O;Q) and Nr5a1SC–/– mutant foetuses 
(B,D,F,H,J,L,N,P,R) at E12.5 (A,B,G,H,M,N), E13.5 (C,D,I,J,O,P) and E14.5 (E,F,K,L,Q,R). In (G-R) nuclei are counterstained 
with DAPI (blue signal). Insets (in K,L) are high magnifications showing nuclear localisation of SOX9 in control Sertoli cells versus 
cytoplasmic localisation in mutant Sertoli cells. Note that at each developmental stage, AMH, SOX9 and GATA4 IHC are 
performed on consecutive sections. (S) RT-qPCR analyses comparing the expression levels of Amh, Sox9, Sox8 and Ptgds 
mRNAs in whole testis RNA from control (n=5) and Nr5a1SC–/– mutant (n=5) fetuses at E13.5, E14.5 and E15.5. The asterisks 
point to a significant difference (p < 0.05). NS, the difference is not significant. Scale bar (in R): 50 µm (A-R). 

mutant gonads. Cell-type specific (signature) 
transcripts were used to identify the type of cells 
present in each cluster. C1 is composed of cells 
expressing endothelial cell-markers genes Tie 
(Tyrosine kinase with immunoglobulin-like and 
EGF-like domains 1), Esam (Endothelial cell 
adhesion molecule), and Cdh5 (Cadherin 5); C2 
contains cells expressing macrophage-specific 
genes Cd52 (CD52 antigen), Cd68 (CD68 
antigen), and Lyz2 (Lyzozyme 2); C3 is composed 
of GC, which expressed Ddx4, Dazl (Deleted in 
azoospermia-like) and Mael (Maelstrom sperma-
togenic transposon silencer); C4 is composed of 
cells expressing genes characteristics of foetal LC 
Insl3 (Insulin-like 3), Star (Steroidogenic acute 
regulatory protein) and Hsd3b1; C5 contains cells 
expressing interstitial gene markers Pdgfra 
(platelet derived growth factor receptor, alpha 
polypeptide) and Lhx9 (LIM homeobox protein 9), 
as well as peritubular myoid cell (PTM) expressing 

Tagln (transgelin, also called SM22a); C6 is 
composed of control cells expressing Sertoli cell-
specific genes Amh and Sox9; finally C7 is 
composed of the NR5A1-deficient Sertoli cells 
expressing Yfp (Suppl. Fig. 3). The number of 
cells identified for each cluster is indicated 
(Fig. 5A). No significant change of gene 
expression was observed for macrophages and 
endothelial cells isolated from control and 
Nr5a1SC–/– testes. The expression of Smoc2, 
Spats2l, Htra3 and Gem was lower in LC, while 
only that of Ptch1 was reduced in interstitial and 
PTM cells isolated form the Nr5a1SC–/– mutant 
testis (Table S1). In C3, the expression of 98 
genes was significantly (p<0.05) 1.2-fold 
deregulated between GC isolated from control and 
Nr5a1SC–/– testes (Table S2), amongst which 
Stra8, Rec8, Id1 and Smc1b were up, and 
Nanos2, Piwil4 and Gdpd3 were down (Fig. 5B). 
Gene ontology (GO) terms analysis identified 
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meiotic processes (condensation of chromoso-
mes, DNA methylation, repair and double-strand 
break processing, oogenesis, meiotic cell cycle 
and quiescence amongst the most deregulated 
functions (Table S2). These findings are in 
agreement with the IHC experiments described 
above, showing that GC entered meiosis in the 
Nr5a1SC–/– mutant testis, instead of becoming 
mitotically quiescent as in the control testis. 

The t-SNE plot identified two sub-populations 
of SC in control testes (grey clusters C6a and 
C6b). GO terms analysis of the mRNAs they 
differentially expressed assigned up-regulated 
genes to mitosis, cell-cycle related processes and 
cytoskeleton organization, while down-regulated 
genes were assigned to mitochondrial respiration, 
cell-cell junction, cell-substrate adhesion, cell 
polarization, as well as extracellular matrix and 
integrin interactions. Because mitochondrial 
activity has to remain depressed for cell 
proliferation (Antico Arciuch et al., 2012) and 
mitotic progression is orchestrated by changes 
involving coordinated activities of cell junctions, 
cytoskeleton, membrane and the extracellular 
matrix (Osswald & Morais-de-Sá, 2019), we 
deduced that sub-population C6a corresponded to 
mitotic SC (Table S3; Suppl. Fig. 4). 

Figure 4. Loss of NR5A1 in Sertoli induces disorganisation 
of the testis cords. (A-D) Detection of COL-IV, SOX9 (red 
signals), and YFP (green signals) on transverse histological 
sections of the testis of control (A,C) and Nr5a1SC–/– mutant 
foetuses (B,D) at E14.5. Note that (A,C) and (B,D) are 
consecutive sections. Arrows (in B) point to the loss of COL-IV 
at the basement membrane of seminiferous cords where SOX9 
is lost in Sertoli cells (arrowheads in D). Scale bar (in D): 50 µm 
(A-D). 

   
      

      
   

    

 
   

       
  

    
     

     
   

    
  

Nr5a1-deficient SC change their molecular 
identity. 

The set of genes differentially expressed by the 
SC in the Nr5a1SC–/– mutants was compared to the 
sets that normally characterise the foetal SC (478 
genes), the pre-SC (321 genes), the NR5A1-
positive, early, somatic, progenitor cells (349 
genes), the interstitial, multipotent, steroidogenic, 
progenitor cells (457 genes) (Stévant et al., 2018), 
as well as the foetal granulosa cells (428 genes; 
Stévant et al., 2019) (orange circles, Fig. 6A). 
Amongst the 231 genes which were down-
regulated in NR5A1-deficient SC (grey circles, 
Fig. 6A), 107 of them (46%) overlapped with the 
set for foetal SC. Only 5 of them (2%) overlapped 
with the set for foetal granulosa cells, while 23 
(10%), 1 (~0%) and 5 (2%) overlapped with the 
sets characterizing pre-SC, early and interstitial 
progenitor cells, respectively. On the opposite, 
amongst the 167 genes which were up-regulated 
in NR5A1-deficient SC (green circles, Fig. 6A), 
only 4 (2%) and 12 (7%) of them overlapped with 
the sets of genes characterizing SC and pre-SC, 
respectively (Fig. 6A). This indicated that NR5A1-
deficient SC lost their identity and part of their 
functioning. Accordingly, the expression of crucial 
SC genes such as Dmrt1, Dhh, and Hsd17b1 was 
dramatically decreased in mutant SC of cluster C7 
(Suppl. Fig. 5). Surprisingly, 30 (18%) and 33 
(20%) genes up-regulated in NR5A1-deficient SC 
overlapped with the sets for early somatic (e.g., 
Nr2f2, Foxc1, Igfbp5, Sfrp1) and interstitial 
progenitors (e.g., Nr2f2, Vcan, Ssbp2), 
respectively. In addition, 25 genes (15%) 
overlapped with the set for fetal granulosa cells, 
including Fst, Foxl2, Cfh, and Podxl (Fig. 6A,B; 
Suppl. Fig. 5). This suggested that loss of NR5A1 
changed the molecular identity of SC at E14.5, 
and yielded some of them to dedifferentiate and/or 
transdifferentiate into earlier somatic and/or 
female supporting cells. Accordingly, GO terms 
analysis identified negative regulation of cell 
differentiation, cell morphogenesis involved in 
differentiation and regulation of Wnt signalling 
pathway amongst the deregulated functions 
(Table 1). Besides, both Wnt4 and Rspo1 gene 
expressions were up-regulated in the mutant SC 
(Fig. 6B), but IHC experiments failed to evidence 
expression of FOXL2 protein in the Nr5a1SC–/–
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and the 231 down-regulated genes we 
confirmed deregulated expression of ALDH1A1, 
TMEM184A, PCP4 and TUBB3 by IHC (Fig. 5D- 
L) and of Col6a6, Cyp26b1, Dhh, Fst, Hsd17b3, 
Inhbb, Itga6 and Pcp4 by RT-qPCR experiments 
(Fig. 5N), validating thereby the scRNA-seq 
experiment. As expected, GO term analysis 
identified sex differentiation, gonad development 
and development of primary sexual characteristics 
amongst the top deregulated functions (Table 1).

 We then compared the transcriptome profiles 
of control SC in cluster C6b and NR5A1-deficient 
SC in cluster C7. This identified 398 differentially 
expressed genes (1.2 fold-change, p<0.05, 
Fig. 5C, Table S4). Amongst the 167 up-
regulated



 

144



Souali-Crespo et al. Role of Nr5a1 in Sertoli cells 

page 7 

 

145



 

146



Souali-Crespo et al. Role of Nr5a1 in Sertoli cells 

page 8 

Figure 5. Single-cell transcriptome of control and Nr5a1SC–/– testicular cells. (A) t-SNE plot of single cell transcriptomes from 
control and Nr5a1SC–/– testes at E14.5, generate by automatic K-means clustering. The seven identified clusters (C1 to C7) are 
listed below, with the number of cells present in each cluster. (B) Volcano plot of differential gene expression in germ cells isolated 
from control and Nr5a1SC–/– testes (red cluster C3). Red dots correspond to genes deregulated more than 1.2-fold. (C) Volcano 
plot of differential gene expression in Sertoli cells isolated from control (grey cluster C6b) and Nr5a1SC–/– testes (green cluster C7). 
Green dots correspond to genes deregulated more than 1.2-fold. (D-M) Detection of ALDH1A1, TMEM184A, FOXL2 (red signals), 
TRA98, AMH, DDX4 (green signals) or TUBB3 and PCP4 (brown signals) by IHC on traverse histological sections of control (D-
H) and Nr5a1SC–/– mutant (I-M) testes at E14.5 (D-G,I-L) and E15.5 (H,M). In (D,E,H,I,J,M) nuclei are counterstained with DAPI 
(blue signal). The dotted lines (in D,I) delimit seminiferous cords. The arrowheads (in G,L) point to Sertoli cell nuclei. The insets 
(in H) shows detection of FOXL2 in a foetal ovary, used as a positive control for IHC. Scale bar (in M): 60 µm (D-M). (N) RT-qPCR 
analyses comparing the expression levels of selected mRNAs as indicated in whole testis RNA from control (n=5) and Nr5a1SC–/– 
mutant (n=5) fetuses at E14.5. The asterisks point to a significant difference (p < 0.001). 

mutant testis at E15.5 (Fig. 5H,M), despite 
increased levels of Foxl2 mRNA in some NR5A1-
deficient SC (Fig. 6B). 

To further assess whether loss of NR5A1 
reverted some SC to an earlier developmental 
stage, we inferred cell differentiation lineages and 
pseudo-time from the scRNA-seq data using 
Slingshot and SLICE methods (Guo et al., 2017; 
Street et al., 2018). Reads assigned to GC, 
macrophages, endothelial cells, LC and GC were 
removed before in silico reconstruction. Both 
methods showed a linear trajectory, with an initial 
state for interstitial and stromal cells (cluster C5) 
that gives rise to differentiated SC (cluster C6b), 
corroborating with the established paths for 
testicular cell differentiation (Stévant et al., 2018; 
Stévant et al., 2019). Interestingly, NR5A1-
deficient SC (cluster C7) stood in between C5 and 
C6b, suggesting a shift of their global 
differentiation to an earlier state than control SC 
(Fig. 6C). Based on stringent criteria [i.e., co-
expression of 12 genes characteristic for each 
cell-type (Stévant et al., 2018; Stévant et al., 
2019)], only 45 (5.8%) and 12 (1.6%) NR5A1-
deficient SC were identified as dedifferentiated 
into somatic early-like and interstitial-like 
progenitors, respectively. In contrast, 102 mutant 
SC (13.2%) were identified as transdifferentiated 
into fetal granulosa-like cells (Fig. 6D). Of note, 39 
mutant SC (5.1%) expressed genes for more than 
one of these cell-types, with a strong bias (i.e., 33 
cells out of 39) towards the granulosa-like cell-
type. Together, this indicated that loss of NR5A1 
in SC induced expression of genetic program 
similar to granulosa-like or early-like progenitor 
cells in an appreciable proportion of them, with 
some displaying a mixed and/or an aberrant 
differentiation status. 

Nr5a1-deficient SC progressively die through 
a TRP53-independent mechanism. 

Using the YFP-reporter to visualize SC, we 
highlighted a progressive decrease of the surface 
occupied by SC in histological sections of 
Nr5a1SC–/– testis (Fig. 7A-D). At E14.5, the ratio of 
SC surface (green pixels) to whole surface (blue 
pixels) was about 30% lower in the mutant versus 
the control testes [28.3 ± 3.8 (n=5) versus 
37.9 ± 2.5 (n=5), respectively; p<0.01]. This 

suggested that Nr5a1-deficient SC had either 
progressively shut down expression of YFP or 
disappeared from the testis. To discriminate 
between these two possibilities, we analysed the 
genomic DNA extracted from the mutant testes at 
birth. We reasoned that if SC had shut down YPF 
expression but were still present, then the cre-
recombined Nr5a1 allele should still be detected in 
the DNA from the whole testis. On the opposite, if 
SC were lost from the testis, then it should not be 
detected. Amplification of testis genomic DNA by 
PCR showed that the cre-recombined, L– allele, 
could be detected in the testis of a new-born 
bearing one copy of Plekha5Tg(AMH-cre)1Flor 
transgene and heterozygote for loxP-flanked allele 
of Nr5a1 (i.e., Nr5a1SC+/–), but not in that of a new-
born homozygous for the loxP-flanked Nr5a1 
allele (i.e., a Nr5a1SC–/– mutant) (Fig. 7M). This 
finding indicated that Nr5a1-deficient SC were 
actually lost from the mutant testis. In agreement 
with this possibility BrdU-positive SC were scarce 
in the Nr5a1SC–/– testes at E14.5 and E15.5, while 
they were frequently observed in control testes 
(arrowheads, compare Fig. 2B,C with E,F). In 
addition, numerous cells displaying features of 
SC, i.e., located at the periphery of the testis 
cords, and laying amongst the YFP-positive or the 
GATA4-expressing SC (Fig. 7E-H) were TUNEL-
positive (arrowheads) in E14.5 Nr5a1SC–/– testis. 
From post-natal day 2 (PN2) onwards, the mutant 
testes lacked SC-surrounded seminiferous 
tubules but were composed almost exclusively of 
interstitial and LC (Suppl. Fig. 6A-C). Altogether 
these findings indicate that NR5A1-deficient SC 
progressively stop proliferating and died. 

A recent study using an alternative mouse 
model proposes that NR5A1 deficiency yield SC 
death through a mechanism involving TRP53 
(Anamthatmakula et al., 2019). To test for this 
possibility in our model, we first performed IHC to 
visualise expression of TRP53 in the fetal testis. 
The TRP53 protein was readily detected in almost 
all GC, but not in SC. The possibility however 
existed that TRP53 was functional in SC despite a 
level of expression below the detection limit by 
IHC, notably in the Nr5a1SC–/– mutant testes 
(Fig. 7I-L). According to this scenario, the loss of 
TRP53 in NR5A1-deficient SC should prevent 
their death. To test for this possibility, we introdu
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-ced a conditional allele of Trp53 gene (Jonkers et
al., 2001) in the Nr5a1SC–/– mutants additionally
bearing the YFP reporter transgene. The
efficiency of Trp53 ablation by cre was assessed
by PCR on genomic DNA extracted form
fluorescence-activated cell sorting (FACS)-
purified YFP-positive SC (Suppl. Fig. 6G).
Nr5a1SC–/–;Trp53SC–/– mutants displayed poorly
defined testis cords at E14.5. The surface
occupied by SC was less than in control testes,

and most of these mutant SC had lost expression 
of SOX9 (Fig. 7O). Within seminiferous cords, 
many GC were STRA8-positive, indicating they 
had initiated meiosis instead of becoming 
quiescent (Fig. 7Q). In addition, testes of 
Nr5a1SC–/–;Trp53SC–/– mutants lacked seminife-
rous tubules at PN15 and contained mainly 
interstitial cells, including HSD3B1-positive LC 
(Suppl. Fig. 6D-F). All these features faithfully 
recapitulated the phenotype displayed by 
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Figure 6. Differentially expressed genes in NR5A1-deficient Sertoli cells. (A) Venn diagrams showing the overlaps between 
the list of genes which are down-regulated (grey circles), or up-regulated (green circles) and the sets of genes characterizing the 
fetal testicular cell populations, as indicated (orange circles). (B) Tukey box plots illustrating medians, ranges and variabilities of 
log2 expression of the indicated genes. (C) Inferred cell lineage and pseudo-time using Slingshot (letf panel) and SLICE (right 
panel) methods. Clusters are identified as defined (C5, interstitial + peritubular cells; C6b, control Sertoli cells; and C7, mutant 
Sertoli cells), using the same colour code as in Fig. 5. Pseudo-time analysis provides an arrow vectors, which puts in order clusters 
C5, C7 and C6b. (D) Venn diagram showing the number of NR5A1-deficient SC expressing simultaneously 12 genes that are 
characteristic of somatic early progenitor cells (i.e., Aldh1a2, Ezr, Foxc1, Fras1, Gas1, Gpc3, Id1, Igfbp5, Meis1, Ncam1, Rbms3 
and Sfrp1), interstitial progenitor cells (i.e., Bgn, Col3a1, Col5a2, Fn1, Loxl1, Lrp1, Lum, Pmp22, Ssbp2, Tgfb2, Tril, and Vcan) or 
fetal granulosa cells (i.e., Adam10, Apoe, Col6a6, Emx2, Fst, Itm2b, Maged2, Parvb, Podxl, Rspo1, Tmem176b and Tmsb4x) 
according to Stévant et al., 2018 and Stévant et al., 2019. Out of 773 mutant SC, 45 are identified as early-like progenitors (green 
circle), 12 as interstitial-like progenitors (blue circle), and 102 as fetal granulosa-cells (pink circles). A total of 39 cells cannot be 
assigned to a specific-like cell-type because they express overlapping combinations.
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Figure 7. NR5A1-deficient Sertoli cells die even when additionally lacking TRP53. (A-F) Detection of YFP (green signal) and 
TUNEL-positive cells (red signal) on histological sections of the testis of control (A,C,E) and Nr5a1SC–/– mutant fetuses (B,D,F) at 
E14.5 (A,B,E,F) and E15.5 (C,D). (G,H) Detection of GATA4 (red signal) and TUNEL-positive cells (green signal) on histological 
sections of control (G) and Nr5a1SC–/– mutant testes (H) fetuses at E14.5. In (E-H) nuclei are counterstained with DAPI (blue 
signal). Arrowheads (in F,H) point to TUNEL-positive cells, which are likely to be Sertoli cells. (I-L) Detection of TRP53 (brown 
signals) on histological sections of control (I,K) and Nr5a1SC–/– mutant (J,L) testes at E14.5. (M) PCR analysis of genomic DNA 
extracted from control (Nr5a1L2/L2), mutant (Plekha5Tg(AMH-cre)1Flor; Nr5a1L2/L2) and heterozygote (Plekha5Tg(AMH-cre)1Flor; Nr5a1+/L2) 
testes of newborns. Upper panel shows genotyping of Cre transgene; middle panel shows genotyping of Nr5a1 alleles; lower 
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panel shows genotyping of Rara locus, attesting for an equivalent of DNA in each lane. The sizes of the expected fragments are 
indicated on the right: tg, Cre transgene; L2 and +, loxP-flanked and wild-type alleles, L–, excised, null allele. Note that the mutant 
testis contains only traces of the Nr5a1 L– allele (asterisk), indicating that Sertoli cells bearing the excised allele are no longer 
present at birth. (N-Q) Detection of SOX9, STRA8 (red signals) and YFP (green signal) by IHC on histological sections of Nr5a1SC–

/– (N,P) and Nr5a1SC–/–;Trp53SC–/– (O,Q) mutants at E14.5. In (H,J,N-O) arrowheads and arrows point to Sertoli cells and germ 
cells, respectively. (R) Tukey box plots illustrating medians, ranges and variabilities of log2 expression of the indicated genes. 
Scale bar (in Q): 60 µm (A-D and N-Q), 50 µm (D,F), 40 µm (G,H), 80 µm (I,J), 10 µm (K,L). 

 

Nr5a1SC–/– mutants (Fig. 7N,P; Suppl. Fig. 6B,E), 
indicating that NR5A1-deficient SC eventually 
died even though they lacked TRP53. 

GO terms analysis of the genes differentially 
expressed between control (C6b) and NR5A1-
deficient SC (C7) highlighted extra-cellular matrix 
(ECM), collagen-containing matrix, integrin 
signalling pathway and integrin-cell surface 
interactions, regulation of cell-substrate adhesion, 
basement membrane, as well as cell 
communication, migration, cytoskeleton organiza-
tion, cell junctions and regulation of cell shape 
(Table 1). The expression level of some genes 
involved in ECM (e.g., Fn1, Mgp) were up-
regulated, while others involved in cell junctions 
(e.g., Gja1, Jam2), and integrin signalling (e.g., 
Itga6, Ptk2b) were down-regulated (Fig. 7R; see 
also Fig. 5N). The expression of collagen genes 
also was up (e.g., Col3a1, Col5a2, Col6a6), while 
that of other ones was down, including Col4a1, 
Col4a2, Col9a2 (Suppl. Fig. 5). This latter point 
was in agreement with the disorganization of the 
seminiferous cords and the loss of COL-IV 
expression observed at their periphery in Nr5a1SC–

/– mutant testes (see above, Fig. 4). Together 
these findings suggested that NR5A1-deficient SC 
lost their normal architecture, as well as their 
appropriate cell-cell and cell-ECM interactions, all 
of which can lead to anoïkis (a.k.a., “integrin-
mediated death” or “detachment-induced 
apoptosis”; Gilmore et al., 2009; Vachon, 2011), a 
form of programmed cell-death “”,. Accordingly, 
regulation of apoptotic process was identified 
amongst the most deregulated functions by GO 
term analysis (Table 1), and the expression of 
genes involved in the negative regulation of 
apoptosis was decreased in mutant SC of cluster 
C7 (e.g., Birc2, Bok, Clu, and Mt3), while the 
expression of genes involved in its positive 
regulation (e.g., Tgfb2, Pcp4) was increased 
(Fig. 7R; see also Fig. 5N). Importantly, TRP53 is 
not essential for anoïkis, because this type of cell-
death still occurs in Trp53-deficient cells (McGill et 
al., 1997). 

Nr5a1SC–/– mutant males exhibit Mülleran duct 
retention  

In normal males, AMH is essential to initiate 
regression of the Müllerian ducts and to prevent 
their development into female reproductive tract 
structures (Josso et al., 1998). To analyse the 
outcome of the lack of AMH production Nr5a1SC–/– 
mutant males were analysed at PN60. All mutant 

males were sterile and had a shorter anogenital 
distance (AGD) index [0.30 ± 0.03 mm/g of body 
weight (n=16) in controls, 0.36 ± 0.02 mm/g 
(n=17) in mutant; p<0.001] (Fig. 8A,C). At autopsy 
(n = 8), they displayed small testes as well as all 
the normal derivatives the Wolffian ducts (i.e., 
epididymis, vas deferent, seminal vesicle, 
ampullary glands) and of the male urogenital sinus 
(i.e., lobes of the prostate), (Fig. 8E,F). They also 
displayed Müllerian duct derivatives (Fig. 8F-H), 
namely a vagina, a short uterine body and 
bilateral, uterine horns, which were incomplete 
and truncated (6 out of 8), or complete on the right 
side (2 out of 8). Histological analysis revealed 
that the uterine body displayed a monolayer, 
columnar epithelium (Fig. 8I), while the vagina 
displayed a stratified, squamous epithelium 
(Fig. 8J). 

When compared to control males, Nr5a1SC–/– 
mutant males also had lighter seminal vesicles 
[4.71 ± 1.66 mg/g of body weight (n=17), versus 
7.43 ± 1.22 mg/g (n=16) in controls; p<0.05] and a 
shorter penis [length was 6.7 ± 0.4 mm (n=17) 
versus 7.5 ± 0.3 mm (n=16) in controls; p<0.05] 
(Fig. 8B,D). As AGD, seminal vesicle growth and 
penis bone length vary as a function of androgen 
exposure (Hotchkiss & Vandenbergh, 2005; 
Shima et al., 1990; Rodriguez et al., 2012), we 
analysed blood testosterone levels in Nr5a1SC–/– 
mutants. They were comparable to that of controls 
at PN60 [0.38 ± 0.17 ng/ml (n=17), versus 
0.43 ± 0.23 ng/ml serum (n=16) in control males; 
p=0.68], and at birth [0.25 ± 0.17 ng/ml (n=10), 
versus 0.22 ± 0.10 ng/ml serum (n=10) in control 
males; p=0.59]. 

MATERIALS AND METHODS 

Mice 

Mice were on a mixed C57BL/6 (50%)/129/ 
SvPass (50%) genetic background. They were 
housed in a licensed animal facility (agreement 
#C6721837). All experiments were approved by 
the local ethical committee (Com’Eth, accre-
ditation APAFIS#18323- 2018113015272439_ 
v3), and were supervised by N.B.G., M.M. and 
N.V., who are qualified in compliance with the 
European Community guidelines for laboratory 
animal care and use (2010/63/UE).  

The Nr5a1 conditional mutant mouse line was 
established at the Institut Clinique de la Souris 
(iCS, Illkirch, France), in the context of the French
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Figure 8. Abnormal external genitalia and Müllerian duct 
retention in Nr5a1SC–/– males. (A,C) Anogenital distance in 
control and Nr5a1SC–/– males at PN60. (B,D) Penis bones 
dissected from control and Nr5a1SC–/– males at PN60 and 
stained with alizarin red and alcian blue. (E-H) Reproductive 
tracts of control (E) and Nr5a1SC–/– (F-H) males at PN60. (I-J) 
Histological sections from the Nr5a1SC–/– mutant sample shown 
in (H) and stained by H&E. The uterine surface consists of a 
simple columnar epithelium and the vaginal epithelium is 
typically stratified squamous. Legend: A, ampullary gland; CP, 
cranial prostate; E, epididymis; F, fat pad; SV, seminal vesicle; 
T, testis; UH, uterine horn; Ur, urethra; V, vagina; VD, vas 
deferens; VP, ventral prostate. Scale bar (in J): 30 µm (I,J). 

National Infrastructure for Mouse Phenogenomics 
PHENOMIN (http://www.phenomin.fr). To 
construct the targeting vector a 1.9 kb-long DNA 
fragment encompassing exon 7 (ENSMUSE000 
00693512) was amplified by PCR using 
129/SvPass genomic DNA and cloned into an iCS 
proprietary vector containing a loxP site, as well 
as a loxP- and FRT-flanked neomycin resistance 
cassette (step 1 plasmid). Then, 3 kb- and 3.7 kb-
long fragments corresponding to 5’ and 3’ 

homology arms were amplified by PCR and 
introduced into step1 plasmid to generate the 
targeting construct. This linearized construct was 
electroporated into 129/SvPass mouse embryonic 
stem (ES) cells. After selection, targeted clones 
were identified by PCR using external primers and 
confirmed by Southern blots (5’ and 3’ digests) 
hybridized with neomycin, 5’ and 3’ external 
probes. One positive ES clone was injected into 
C57BL/6J blastocysts. To remove the selection 
cassette from the Nr5a1 locus, chimeric males 
were crossed with Gt(ROSA)26Sortm1(EYFP)Cos 
females (Rodriguez et al., 2000). Germline 
transmission was obtained, and a further breeding 
step was needed to segregate animals bearing the 
Nr5a1 L2 allele from animals bearing the 
transgene. To inactivate Nr5a1 in Sertoli cells, 
female mice bearing Plekha5Tg(AMH-cre)1Flor 
(Lécureuil et al., 2002) and Gt(ROSA)26 
Sortm1(EYFP)Cos (Srinivas et al., 2001) transgenes, 
and heterozygous for the L2 allele of Nr5a1 were 
mated with males heterozygous or homozygous 
for L2 alleles of Nr5a1. To test for the role of 
TRP53, the L2 allele of Trp53 gene (Jonkers et al., 
2001) was further introduced in the mice 
described above. 

Noon of the day of a vaginal plug was taken as 
0.5 day embryonic development (E0.5). Fetuses 
were collected by caesarean section. Yolk sacs or 
tail biopsies were taken for DNA extraction. 
Primers 5’-GTCAAGCGCCCCATGAATGC-3’ and 
5’-TTAGCCCTCCGATGAGGCTG-3’ were first 
used to amplify Sry gene (230 bp-long fragment) 
for male sex determination. Then, primers 5’-
TGAGCCCTGGCACATCCCTCC-3’ and 5’-CCTC 
TGCCCTGCAGGCTTCTG-3’ were used to detect 
Plekha5Tg(AMH-cre)1Flor transgene (273 bp-long 
amplicon), and primers 5’-AAGGGAGCTGCAGT 
GGAGTA-3’ and 5’-GCCAGAGGCCACTTGTGT 
AG-3’ to detect Gt(ROSA)26Sortm1(EYFP)Cos repo-
rter (520 bp-long amplicon). Primers 5’-CTGTCTC 
CTGTCTTCTACTACCCTG-3’ and 5’-AGCCATT 
TCAACAGTGCCCCTTCC-3’ primers were used 
to amplify wild-type (+, 290 bp-long) and L2 
(400 bp-long) alleles of Nr5a1, while primers 5’-
GTGGCACA TGCATTAGTCCACTTGG-3’ and 5’-
AGCCATTTCAACAGTGCCCCTTCC-3’ primers 
were used to amplify the excised, null, L– (243 bp-
long) allele. Primers 5’-CACAAAAACAGGTTA 
AACCCAG-3’ and 5’-AGCACATAGGAGGCAGA 
GAC-3’ were used to amplify the wild-type 
(288 bp-long) and L2 (370 bp-long) alleles of 
Trp53. Primers 5’-CACAAAAACAGGTTAAACC 
CAG-3’ and 5’-GAAGACAGAAAAGGGGAGGG-
3’ were used to amplify the excised, null, L– 
(612 bp-long) allele of Trp53. The PCR conditions 
were 30 cycles with denaturation at 95°C for 30 
seconds, annealing at 61°C for 30 seconds and 
elongation at 72°C for 30 seconds. The amplicons 
were resolved on 1.5% (w/v) agarose gels, stained 
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by ethidium bromide and visualized under UV 
light, using standard protocols. 

External morphology, histology and 
immunohistochemistry 

Adult mice (9-11 weeks of age) were 
anesthetized by intraperitoneal injection of a lethal 
anesthetic mixture made of Xylasin (3 mg/ml) and 
Ketamine (20 mg/ml), and tissues were 
immediately fixed by intracardiac perfusion of 4% 
(w/v) paraformaldehyde (PFA) dissolved in 
phosphate buffered saline (PBS). Following 
collection, E12.5-E15.5 fetuses were fixed for 
16 hours in 4% (w/v) PFA at 4°C or in Bouin’s fluid 
at 20°C. After removal of the fixative, samples 
were rinsed in PBS and placed in 70% (v/v) 
ethanol for long-term storage, external 
morphology evaluation and organ weight 
measurement. They were next embedded in 
paraffin and 5 µm-thick sections were made. For 
histology, sections were stained with hematoxylin 
and eosin (H&E). 

For fluorescent lHC, antigen were retrieved for 
1 hour at 95°C either in 10 mM sodium citrate 
buffer at pH 6.0 or in Tris-EDTA at pH 9.0 [10 mM 
Tris Base, 1 mM EDTA, 0.05% (v/v) Tween 20]. 
Sections were rinsed in PBS, then incubated with 
appropriate dilutions of the primary antibodies 
(Table 2) in PBS containing 0.1% (v/v) Tween 20 
(PBST) for 16 hours at 4°C in a humidified 
chamber. After rinsing in PBST (3 times for 
3 minutes each), detection of the bound primary 
antibodies was achieved for 45 minutes at 20°C in 
a humidified chamber using Cy3-conjugated or 
Alexa Fluor 488-conjugated antibodies. Nuclei 
were counterstained with 4',6-diamidino-2-phenyl-
indole (DAPI) diluted at 10 µg/ml in the mounting 
medium (Vectashield; Vector Laboratories). In 
some cases, ImmPRESS® Polymer Detection 
Kits MP-7500 and MP-7405 (Vector Laboratories) 
were also used according to the manufacturer’s 
protocol. 

The surface area occupied by YFP-positive 
cells was measured using a macro command 
designed for Fiji software (Imaging Center of 
IGBMC). Data were expressed as percentages of 
YFP-positive surface areas relative to entire testis 
section surface areas. At least four samples were 
analyzed per genotype. Statistical analysis was 
done by a two-tail Student t-test, assuming equal 
variances after arcsine transformation of the 
percentages. 

BrdU incorporation and TUNEL assays. 

BrdU (Sigma-Aldrich, B9285) dissolved at 
5 mg/ml in PBS was injected intraperitoneally to 
pregnant females at 50 mg/kg of body weight. Two 
hours later, fetuses were collected (E13.5-E15.5), 
fixed and embedded as described above. BrdU 

incorporation was detected on 5 µm-thick sections 
by using an anti-BrdU mouse monoclonal antibody 
(diluted 1:100; Roche) and indirect immune-
fluorescence labelling as described above. At 
least three samples per stage and per genotype 
were analyzed. Data were expressed as 
percentages of BrdU- and DDX4-positive cells 
related to the number of DDX4-positive cells. 
Statistical analysis was done by a two-tail 
Student t-test, assuming equal variances after 
arcsine transformation of the percentages. 

TUNEL-positive cells were detected on 
sections from PFA-fixed samples using the In Situ 
Cell Death Detection Kit, Fluorescein (Roche), 
according to the manufacturer’s instructions. At 
least three samples were analyzed per genotype. 
Data were expressed as the ratio between the 
number of TUNEL-positive cells quantified on 
entire sections and the surface areas of the testis 
sections (μm2). Statistical significance was 
assessed by using two tail Student’s t-tests. 

Real-time RT-qPCR analyses of RNA 
extracted from whole gonad 

Fetal testes were dissected, isolated from 
mesonephros, snap frozen in liquid nitrogen and 
stored at –80°C until use. Whole testis total RNA 
were extracted using RNeasy Mini Kit (Qiagen). 
RT-qPCR was performed on 5 ng RNA aliquots 
using Luna® Universal One-Step RT-qPCR Kit 
(New England Biolabs), according to the 
manufacturer’s instructions. The primers are listed 
in Table 3. Triplicates of at least four samples 
were used for each genotype at each stage. The 
relative transcript levels were determined using 
the ΔΔCt method, and normalized to Hprt whose 
expression is not affected by ablation of Nr5a1. 

Purification of YFP-positive Sertoli cells by 
FACS 

To dissociate cells, the testes of control and 
mutant mice additionally bearing the Gt(ROSA) 
26Sortm1(EYFP)Cos transgene were incubated for 10 
minutes at 37°C in 350 μl of trypsin/EDTA 0.05% 
(w/v), phenol red solution (Gibco Ref 25300), 
filtered through a 40 μm cell strainer to generate 
single cell suspensions, centrifuged at 3000g and 
suspended in 300 µl PBS as described (Stévant et 
al.,2018). The YFP-positive and -negative cells 
were sorted separately by FACS using an Aria® II 
flow cytometer. Sorted cell suspensions were then 
lysed for overnight at 55°C in a proteinase K-
containing buffer, DNA was extracted and 
genotyped by PCR using standard protocols and 
primers as indicated above. 

Single cell RNA sequencing and data 
processing 

Gonads from E13.5 and E14.5 control and 
mutant fetuses were dissected out in PBS, sexed 
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by their appearance under the microscope and 
cell suspensions were prepared as described 
above. Cell number and viability were determined 
by a Trypan Blue exclusion assay on a Neubauer 
Chamber. Samples consisting of > 90% viable 
cells were processed on the Chromium Controller 
from 10X Genomics (Leiden, The Netherlands). 
Ten thousand cells were loaded per well to yield 
approximately 5000 to 6000 captured cells into 
nanoliter-scale Gel Beads-in-Emulsion (GEMs). 
Single cell 3’ mRNA sequencing libraries were 
generated according to Chromium Single Cell 3' 
Reagent Kits User Guide (v3 Chemistry) from 10X 
Genomics. Briefly, GEMs were generated by 
combining barcoded gel beads, a reverse 
transcription master mix containing cells, and 
partitioning oil onto Chromium Chip B. Following 
full length cDNA synthesis and barcoding from 
poly-adenylated mRNA, GEM were broken and 
pooled before cDNA amplification by PCR using 
11 cycles. After enzymatic fragmentation and size 
selection, sequencing libraries were constructed 
by adding Illumina P5 and P7 primers (Paris, 
France), as well as sample index via end repair, A 
tailing, adaptor ligation and PCR with 10 cycles. 
Library quantifications and quality controls were 
determined using Bioanalyzer 2100 (Agilent 
Technologies, Santa Clara CA). Libraries were 
then sequenced on Illumina HiSeq 4000TM as 100 
bases paired-end reads, using standard protocols. 

Sequencing data were processed using 10X 
Genomics software (https://support.10xgenomics. 
com/single-cell-gene-expression/software/overview 
/welcome). Briefly, 3’-end mRNA-sequencing 
library reads were processed using Cell Ranger 
count pipeline (version 3.1.0), on a chimeric 
genome composed of mm10 Mus musculus 
assembly and 753 bp-long YFP sequence 
[European Nucleotide Archive (ENA) accession 
number AGM20711; Aliye et al., 2015). 
Annotations used for mm10 were from Ensembl 
version 99. Then, Cell Ranger aggr was used in 
order to merge data into a single count matrix and 
cloupe file. The resulting file was analysed using 
Loupe Cell Browser (version 4.1.0) to remove cells 
expressing high level of mitochondrial genes. A 
new cloupe file has been then generated using 
Cell Ranger reanalyse. Differential gene 
expression analysis has been performed using 
Loupe Cell Browser. For trajectory computation, 
cells that express more than 15% of mitochondrial 
genes and cells that belong to clusters C1 to C4 
(Fig. 5A) were removed before trajectory analysis. 
Final dataset includes 5748 cells. Then, counts 
have been normalized using LogNormalize 
method implemented in the Seurat R package, 
version 3.1.5 (Butler et al., 2018; Stuart et al., 
2019). Trajectories have been computed on 
normalized counts using Slingshot (Street et al., 
2018) and SLICE (Guo et al., 2017) algorithms 

implemented in the dyno R package version 0.1.2 
(Saelens et al., 2019). The resulting trajectories 
have been rooted on a specific node to each 
trajectory. 

Blood sample collection and testosterone 
measurement  

After anesthesia with a lethal dose of Xylasin 
and Ketamine as described above, the blood of 9-
11 week-old adult mice was collected into 
heparinized Microvette tubes (Sarstedt) by intra-
cardiac sampling. The tubes were then 
centrifuged at 5000 g for 5 minutes and the 
resulting plasma samples were frozen until further 
use. Testosterone concentrations were 
determined by ELISA using a commercially 
available kit (LDN Germany, Ref. AR E-8000). 
Statistical significance was further assessed by 
using two-tail Student’s t-tests. 
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Supplementary Figure 1. Germ cells prematurely initiate meiosis and die in Nr5a1SC–/– mutants. 
(A-H) Detection of DDX4, STRA8, REC8, H2AFX (red signals) and AMH (green cytoplasmic signals) on 
histological sections of control (A-D) and Nr5a1SC–/– mutant (E-H) testes at E15.5. Arrows point to germ 
cells. The meiotic proteins STRA8, REC8, H2AFX are readily detected in the mutant but are absent in 
the control testes. Scale bar (in H): 50 µm (A-H). 

Supplementary Figure 2. Ablation of Nr5a1 in Sertoli cells impairs SOX8 and SOX10 expression. 
(A-F) Detection of WT1, SOX8, SOX10 (red signals) and AMH (green signals) on transverse histological 
sections of the testis of a control (A-C) and a Nr5a1SC–/– mutant foetus (D-F) at E13.5. Nuclei are 
counterstained with DAPI (blue signal). Scale bar (in F): 30 µm (A-F). 
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page 20 

 

Supplementary Figure 3. Identification of cell clusters generated from the single-cell 
transcriptomes. Gene expression patterns of selected genes specific of each cell-type projected on t-
SNE plots. Tie1, Esam and Cdh5 identify endothelial cells (cluster C1); Cd52, Cd68 and Lyz2 identify 
macrophages (cluster C2); Ddx4, Dazl and Mael identify germ cells (cluster C3); Insl3, Star and Hsd3b1 
identify Leydig cells (cluster C4); Pdgfra, Lhx9 and Tagln identify interstitial and peritubular myoid cells; 
Amh and Sox9 identify control Sertoli cells (clusters C6a and C6b); Yfp identifies Nr5a1-null mutant 
Sertoli cells (Cluster C7). 
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Supplementary Figure 4. Cluster C6a contains mitotic Sertoli cells. (A) Volcano plot of differential 
gene expression in Sertoli cells isolated from control testes and contained in clusters C6a and C6b. 
Black dots correspond to genes deregulated more than 1.2-fold. (B) Enriched GO terms and p-values 
obtained for genes differentially expressed between clusters C6a and C6b. GO terms are grouped by 
processes. 
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Supplementary Figure 5. NR5A1-deficient Sertoli change their identity. Tukey box plots illustrating 
medians, ranges and variabilities of log2 expression of the indicated genes. 
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page 23 

Supplementary Figure 6. The testis of Nr5a1SC–/– mutants at PN15 lacks seminiferous cords, 
irrespective of the presence or absence of TRP53 is present in Sertoli cells. (A-F) Haematoxylin 
and eosin staining (H&E), and detection of HSB3B1 (red signals) on transverse histological sections of 
testes from control (A), Nr5a1SC–/– (B) and Nr5a1SC–/–;Trp53SC–/– mutants at PN15. In (D-F) nuclei are 
counterstained with DAPI (blue signal). Scale bar (in F): 30 µm (A-F). (G) PCR analysis of genomic DNA 
extracted from FACS-purified YFP-positive (YFP+) and negative (YFP) cells contained in Nr5a1SC–/–

;Trp53SC–/– mutants fetuses at E14.5. Left panel shows genotyping of Nr5a1 alleles; right panel shows 
genotyping of Trp53 alleles. The YFP-negative cells (i.e., all cells except Sertoli cells) contain only the 
unexcised (L2) alleles, while the YFP-positive cells (i.e., Sertoli cells) contain only the cre-recombined, 
null (L–) alleles. Note however that traces of the Nr5a1 L2 alleles are detected in YFP-positive cells. 
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Chapitre V : Discussion  

 

1. Ablation de Nr5a1 dans les cellules de Sertoli  
 

Dans le but d’invalider Nr5a1 uniquement dans les cellules de Sertoli (CS) durant le 

développement embryonnaire, j’ai généré un modèle murin à l’aide des souris transgéniques 

Plekha5Tg(AMH-cre)1Flor (Lécureuil et al., 2002). Chez cette souris, la recombinase Cre s’exprime 

sous le contrôle du promoteur de Amh, donc spécifiquement dans les CS. Chez le mâle, Amh 

est exprimé par les CS à partir de 12,50jpc. Par contre, d’après plusieurs études, la recombinase 

Cre Plekha5Tg(AMH-cre)1Flor ne commence à être efficace qu’entre 14,50jpc et 15,50jpc dans un 

fond génétique C57BL/6 (Lécureuil et al., 2002 ; Gao et al., 2006 ; Moniot et al., 2009). Dans 

notre étude, l’invalidation de Nr5a1 dans le fond génétique mixte C57BL/6-129/Sv (50–50%) 

se produit un jour plus tôt, à 13,50jpc (Chapitre 4, Figure 1). La différence de fond génétique 

utilisé peut expliquer que Plekha5Tg(AMH-cre)1Flor est efficace un jour avant dans notre étude.  

De plus, afin de pouvoir tracer le devenir des CS invalidées, j’ai intégré un rapporteur 

fluorescent à notre modèle, Gt(ROSA)26Sortm1(EYFP)Cos (Srinivas et al., 2001). Ainsi, les 

cellules ayant subi l’excision par la recombinase Cre expriment la protéine fluorescente YFP 

(yellow fluorescent protein) que l’on est capable de détecter par immunohistochimie (IHC). 

Dans notre étude, de manière surprenante, YFP est détectée à partir de 12,50jpc, soit un jour 

avant l’invalidation de Nr5a1. Pour expliquer ce résultat, plusieurs hypothèses peuvent être 

avancées :  

- Premièrement, la demi-vie de NR5A1 dans les CS n’est pas connue. Néanmoins, des 

modélisations in silico en fonction de la séquence protéique de NR5A1 prédisent un temps de 

demi-vie de 30 heures environ (calculé à partir de base de données en ligne ExPASy). On peut 

donc imager qu’il est normal de détecter NR51A à 13,50jpc si la demi-vie de NR5A1 est 

supérieure à 24 heures. 

- Deuxièmement, il existe un phénomène appelé « recombinaison non parallèle ». Ce 

phénomène décrit le fait que plusieurs allèles floxés peuvent avoir une sensibilité différente à 

la recombinase Cre. Ainsi, dans des modèles porteurs à la fois d’un allèle floxé et d’un 

rapporteur fluorescent floxé, il arrive que la recombinase Cre possède une meilleure efficacité 

pour l’un des allèles. Cette efficacité différentielle dépend de plusieurs critères, à savoir (i) la 

distance entre les deux sites loxP entourant l’allèle à invalider, (ii) la localisation des sites loxP 
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sur le génome, l’environnement épigénétique des séquences entourant les sites loxP et enfin 

(iii) le niveau d’expression de la recombinase Cre (Liu et al., 2013). Dans notre cas, la distance 

entre les sites loxP situés sur Nr5a1 et sur le rapporteur fluorescent est équivalente. En 

revanche, il est possible que la portion de chromatine sur laquelle se situe les sites loxP 

encadrant Nr5a1 soit moins accessible pour la recombinase Cre que pour la portion de 

chromosome sur lequel se trouve le rapporteur fluorescent.  

En conséquence, il est possible que le délai que nous observons entre l’expression du 

rapporteur fluorescent et l’invalidation de Nr5a1 soit causé par l’un de ces facteurs ou plusieurs 

d’entre eux en même temps. Malgré les délais de recombinaison, rien ne laisse penser que les 

expressions de la recombinase Cre ou du rapporteur fluorescent sont aspécifiques. En effet, la 

détection de YFP par IHC révèle une localisation similaire à celle de AMH, c’est-à-dire dans 

des CS (Srinivas et al., 2001 ; Lécureuil et al., 2002). De plus, Nr5a1 continue d’être exprimé 

normalement dans les cellules de Leydig (CL). En conclusion, grâce à l’utilisation du transgène 

Plekha5Tg(AMH-cre)1Flor, Nr5a1 est totalement invalidé uniquement dans les CS après la 

différenciation sexuelle et sans provoquer de létalité chez les animaux mutants.   

 

2. Perte de la fonction Sertolienne  
 

L’identité et la fonction sertoliennes sont maintenues grâce à un réseau génique 

interdépendant faisant intervenir de nombreux acteurs, parfois impliqués dans des boucles de 

régulation mutuelle. L’expression de Sox9, qui est l’acteur central de la voie de différenciation 

masculine, est fortement et rapidement diminuée après l’invalidation de Nr5a1. Il a été montré 

que NR5A1 et SRY permettent l’initiation de l’expression de Sox9 durant la différenciation 

sexuelle. Le maintien de l’expression de Sox9 fait ensuite intervenir SOX9 lui-même et NR5A1 

(Sekido and Lovell-Badge, 2008). Notre étude confirme que le maintien de l’expression de 

Sox9 n’est plus possible en l’absence de NR5A1. De plus, NR5A1 et SOX9 sont capables 

d’induire l’expression de Amh dont l’expression aussi est diminuée dans les CS invalidées pour 

Nr5a1 (Chapitre 4, Figure 3) (Shen et al., 1994 ; Giuili et al., 1997 ; De Santa Barbara et al., 

1998 ; Arango et al., 1999). L’expression de plusieurs autres gènes de l’identité sertolienne est 

aussi fortement réduite, comme par exemple celle de Ptgds, Dmrt1, Dhh, Cyp26b1, Inhbb, 

Hsd17b3, Tmem184a et Aldh1a1 (Chapitre 4, Figures 3 et 5). Par ailleurs, Ptgds et Sox9 sont 

impliqués dans une boucle de régulation qui permet le maintien mutuel de leur expression et la 

localisation nucléaire de SOX9, grâce à la production de PGD2 par PTGDS. La localisation 
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Figure 34 : Baisse de l’expression de Pdgfa dans les cellules de Sertoli invalidées pour Nr5a1 
Graphique en boîtes à moustaches illustrant l'expression log2 de Nr5a1 et Pdgfa dans les cellules de 
Sertoli contrôles et invalidées pour Nr5a1.  
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cytoplasmique de SOX9 observée à 14,50jpc est donc vraisemblablement une conséquence de 

la réduction de l’expression de Ptgds et la diminution de la production de PGD2 qui en résulte 

(Chapitre 4, Figure 3) (Wilhelm et al., 2007 ; Moniot et al., 2009).  

Il est admis que les CS jouent un rôle dans central l’organisation de l’architecture du 

testicule fœtal et adulte. Nous observons des défauts d’intégrité de la lame basale chez les 

animaux Nr5a1SC-/- (Chapitre 4 Figure 4). Par ailleurs, les endroits de rupture dans la lame 

basale sont corrélés avec la perte d’expression de SOX9 dans les CS. Des études ont montré 

l’importance de Sox9 et de Sox8 dans le maintien de l’intégrité de la lame basale. En effet, Sox9 

est capable d’activer l’expression de Col4a1 et Col4a2, deux composants du collagène de type 

4 qui constituent la membrane basale (Chapitre 4, Figures 1 et 4)(Sumi et al., 2007 ; Chen et 

al., 2013). D’ailleurs, lors de l’invalidation de Ptgds, qui conduit elle aussi à une diminution de 

l’expression de Sox9, on observe des défauts transitoires d’organisation des cordons séminifères 

et notamment de la lame basale (Moniot et al., 2009).  

La formation des cordons séminifères ne dépend pas seulement des CS, mais aussi des 

cellules endothéliales et des cellules myoïdes péritubulaires. A partir de 11,50jpc, les cellules 

endothéliales migrent du mésonephros adjacent à la gonade fœtale pour participer à la formation 

du système vasculaire du testicule (Combes et al., 2009). Pour aboutir à une vascularisation 

optimale, les cellules endothéliales ont besoin de signaux provenant des CS. Par exemple, Inhbb 

et Pdgfra, le récepteur de Pdgfa, sont exprimés par les CS. Les invalidations respectives de 

Inhbb ou de Pdgfra ont montré leur implication dans la migration des cellules endothéliales et 

dans la vascularisation de la gonade (Brennan et al., 2003 ; Yao et al., 2006 ; Cool et al., 2012). 

Ces études ont montré que les défauts de vascularisation entraînent l’absence de formation des 

cordons séminifères, démontrant l’importance des cellules endothéliales dans la mise en place 

de l’architecture testiculaire. Dans notre étude, les CS invalidées pour Nr5a1 présentent une 

diminution de l’expression d’Inhbb et Pdgfa (Figure 34) (Chapitre 4 Figure 5), mais les 

profils transcriptomiques des cellules endothéliales ne semblent pas affectés par ces 

diminutions (Chapitre 4 Table S1). Des études supplémentaires seront nécessaires pour savoir 

si l’invalidation de Nr5a1 dans les CS a un effet sur la mise en place de la vascularisation par 

les cellules endothéliales et par conséquent sur l’architecture des cordons séminifères. 

Les cellules myoïdes péritubulaires (CMP) sont, quant à elles, impliquées dans la formation 

de la lame basale. Les CMP expriment à leur surface le récepteur PTCH1 alors que son ligand 

DHH est produit par les CS. L’invalidation de Dhh provoque l’absence de lame basale et une 

désorganisation des cordons séminifères (Clark et al., 2000 ; Pierucci-Alves et al., 2001). Les 

profils transcriptomiques des CMP présentes chez les mutants Nr5a1SC-/- montrent que ces 
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cellules perdent uniquement l’expression de Ptch1. Le fait que l’expression des gènes impliqués 

dans la formation de la lame basale n’est pas affectée malgré la perte d’expression de Dhh par 

les CS démontre que la fonction globale des CMP n’est pas altérée (Chapitre 4, Table S1). 

On peut donc conclure que l’expression de Pdgfa, Inhbb et Dhh par les CS au-delà de 

13,50jpc n’est pas nécessaire pour permettre l’émergence et le maintien des cellules 

endothéliales et des CMP. Plus globalement, l’absence de Nr5a1 et la dérégulation qu’elle a 

entraînée sur l’expression de la plupart des gènes nécessaires à la fonction des CS est sûrement 

la cause de la désorganisation des cordons séminifères que nous observons dès 14,50jpc 

(Chapitre 4, Figures 1 et 4). 

 

3. Quel avenir pour les cellules germinales sans cellules de Sertoli 
fonctionnelles ?  

 

Chez le mâle, les CG arrêtent progressivement de proliférer entre 12,50jpc et 14,50jpc pour 

entrer en quiescence mitotique et le rester jusqu’à la naissance (Western et al., 2008). La 

destinée masculine des CG est régulée par des facteurs produits par les CS comme FGF9, 

CYP26B1 et PTGDS, mais aussi par l’expression de gènes comme Nanos2 par les CG elles-

mêmes (Suzuki and Saga, 2008 ; MacLean et al., 2007 ; Bowles et al., 2010 ; Moniot et al., 

2014). Ces facteurs ont pour but d’empêcher l’entrée en méiose prématurée des CG, notamment 

en régulant l’expression des gènes impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire ou en rendant 

les CG incapables d’exprimer Stra8. Dans notre étude, les CG entrent en méiose rapidement 

après l’invalidation de Nr5a1 dans les CS, dès 14,50jpc, puis meurent par apoptose (Chapitre 
4, Figures 2 et 7 ; Supplementary Figure 1). Il a été montré dans plusieurs modèles que 

lorsque les CG entrent en méiose prématurément chez le mâle, celles-ci meurent rapidement 

(MacLean et al., 2007 ; Tsuda et al., 2003). 

Grâce à nos résultats transcriptomiques et de RT-qPCR, nous observons une diminution de 

l’expression de Nanos2, Cyp26b1 et Ptgds (Chapitre 4, Figure 3 et 5 ; Supplementary 
Figure 5). La diminution de l’expression de Cyp26b1 était attendue car son expression est 

régulée de manière additive par SOX9 et NR5A1 (Kashimada et al., 2011). Par ailleurs, de 

nombreuses études décrivent CYP26B1 comme jouant le rôle de substance inhibitrice de la 

méiose (Koubova et al., 2006). L’une des hypothèses défendues est que CYP26B1 dégrade 

l’acide rétinoïque présent dans la gonade fœtale masculine. L’acide rétinoïque joue, quant à lui, 

le rôle de molécule responsable de l’initiation de la méiose car il induit l’expression de son gène 
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Figure 35 : Déséquilibre des voies de signalisation antagonistes mâle et femelle  
(A) En situation normale chez le mâle, les gènes sertoliens permettent de maintenir l’identité sexuelle 
en entretenant une relation d’antagonisme avec les gènes impliqués dans le développement des cellules 
de la granulosa.  
(B) L’invalidation de Nr5a1 a provoqué un déséquilibre entre les voies de différenciation mâle et 
femelle. L’expression des gènes caractéristiques des cellules de la granulosa n’est plus inhibée. Les 
cellules de Sertoli se dédifférencient en cellule de la granulosa.  
Adapté de (She and Yang, 2017) 
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cible Stra8 (Baltus et al., 2006). Dans la gonade masculine, les CS constituent la principale 

source d’acide rétinoïque grâce à l’expression de ALDH1A1 (Bowles et al., 2016). Nos 

résultats indiquent clairement que les CG entrent en méiose, et ce malgré la perte flagrante de 

ALDH1A1 dans les CS des mutants Nr5a1SC-/-, questionnant ainsi l’origine de l’acide rétinoïque 

si celui-ci est impliqué l’entrée en méiose des CG (Chapitre 4, Figure 5 ; Supplementary 
Figure 5). Nos observations sont davantage compatibles avec les résultats publiés récemment 

par mon équipe et par celle de Marie-Christine Chaboissier selon lesquels, l’acide rétinoïque 

n’est pas « la » molécule nécessaire pour permettre l’initiation de la méiose (Chassot et al., 

2020 ; Vernet et al., 2020). Ils sont aussi en accord avec les résultats publiés par les équipes de 

Gabriel Livera et de Greg Duester, montrant que CYP26B1 est bien nécessaire pour prémunir 

les CG de l’entrée en méiose (Kumar et al., 2011; Bellutti et al., 2019). 

Quoi qu’il en soit, nous confirmons ici que les CS sont les garantes du destin des CG. En 

l’absence de CS fonctionnelles et exprimant Cyp26b1, les CG ne peuvent pas maintenir leur 

état de quiescence mitotique et entrent en méiose prématurément pour disparaître par apoptose 

peu de temps après.  

 

4. Le changement d’identité des cellules de Sertoli en l’absence de Nr5a1  
 

Après avoir constaté que l’invalidation de Nr5a1 induit des modifications drastiques de 

l’expression des gènes spécifiques des CS et une désorganisation complète de l’architecture de 

la gonade, nous avons voulu savoir quels sont les mécanismes moléculaires qui sous-tendent 

ces altérations et déterminer la destinée des CS mutantes. Pour cela, nous avons réalisé un 

séquençage de l’ARN sur cellule unique à partir de gonade fœtale à 14,50jpc, soit un jour après 

l’invalidation de Nr5a1, mais avant la disparition des CS (Chapitre 4, Figures 1 et 7 ; 

Supplementary Figure 2). En procédant de la sorte, nous avons obtenu les profils 

transcriptomiques de toutes les cellules composant les gonades contrôles et Nr5a1SC-/-. Nous 

nous sommes d’abord intéressés à la liste des gènes différentiellement exprimés entre des CS 

contrôles et invalidées pour Nr5a1. Ces listes de gènes ont été comparées aux listes de gènes 

qui caractérisent chacun des types cellulaires de la gonade embryonnaire mâle et femelle 

(Stévant et al., 2018 ; Stévant et al., 2019).  

En plus de leur rôle dans le développement de la gonade masculine, certains des gènes 

sertoliens sont aussi impliqués dans le maintien de l’identité sexuelle. En effet, la relation 

d’antagonisme mutuel qu’ont certains gènes sexuellement dimorphiques permet de maintenir 
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Globalement les CS invalidées pour Nr5a1 présentent un état de différenciation plus précoce.
Adapté de (Stévant and Nef, 2019)

Figure 36 : Le retour à un état précoce des cellules de Sertoli invalidée pour Nr5a1
En l’absence de Nr5a1 une partie des cellules de Sertoli commence à exprimer des gènes spécifiques 
des cellules de granulosa fœtale (13,2% des cellules). Les cellules de Sertoli invalidées expriment aussi 
des gènes spécifiques des précurseurs somatiques précoces (1,6% des cellules) et des précurseurs 
interstitiels précoces (5,8%). Un autre groupe de cellules de Sertoli invalidées exprime des gènes 
caractéristiques de plus d’un type cellulaire (5,1% des cellules). La grande majorité des cellules de 
Sertoli invalidées n’a pas pu être assignée à un type cellulaire (74,3% des cellules).



 

l’identité sexuelle des ovaires et des testicules. Par exemple, il a été montré que Sox9 empêche 

l’expression de Rspo1, Wnt4 et Foxl2 (Chaboissier et al., 2004b ; Maatouk et al., 2008). De 

manière semblable, Dmrt1 et Foxl2 ont une relation d’antagonisme mutuel pour l’expression 

de Cyp26b1 (Matson et al., 2011 ; Park et al., 2010 ; Kashimada et al., 2011). Nous avons 

constaté que 15% des gènes surexprimés par les CS invalidées pour Nr5a1 sont caractéristiques 

des cellules de la granulosa (Chapitre 4, Figure 6 et 7). Par exemple, les niveaux d’ARNm 

des gènes Fst, Foxl2, Rspo1 et Wnt4 sont augmentés (Chapitre 4, Figure 5 ; Supplementary 
Figure 5). Cette augmentation peut être provoquée par la diminution de l’expression des gènes 

sertoliens impliqués dans la relation d’antagonisme avec les gènes caractéristiques des cellules 

de la granulosa, comme Nr5a1, Sox9, Sox8 et Dmrt1. L’invalidation de Nr5a1 a donc induit la 

réduction de l’expression des gènes sertoliens connus pour inhiber l’expression des gènes 

impliqués dans le développement ovarien. Ce déséquilibre de la relation d’antagonisme mutuel 

entre les voies de différenciation masculines et féminines provoque la trans-différenciation des 

CS en cellules ressemblant à des cellules de la granulosa (Figure 35). 

La suite de cette analyse a produit des résultats surprenants. En effet, 18% et 20% des gènes 

dont l’expression est augmentée dans les CS invalidées pour Nr5a1 sont des marqueurs 

caractéristiques des précurseurs somatiques précoces et des précurseurs interstitiels précoces 

de la gonade masculine fœtale. De plus, des analyses de trajectoire ont montré que les CS 

invalidées pour Nr5a1 présentent un état de différenciation globale plus précoce que les CS 

contrôles (Chapitre 4, Figure 6). Les mécanismes qui conduisent à ce résultat inattendu restent 

encore difficiles à décrypter. Néanmoins, l’implication de Nr5a1 dans des processus de 

différenciation des CS est bien décrite. En effet, lors de l’invalidation de Wt1 dans les CS, on 

constate l’apparition de cellules HSD3B1-positives, qui est un marqueur spécifique des CL. 

Dans ce modèle, l’invalidation de Wt1 provoque la hausse de l’expression de Nr5a1 qui conduit 

les CS à se différencier en CL stéroïdogènes (Chen et al., 2017). De plus, la reprogrammation 

in vitro de fibroblastes en CS nécessite 5 facteurs qui sont Nr5a1, Gata4, Wt1, Dmrt1 et Sox9. 

Ce processus de reprogrammation se fait en plusieurs étapes mais lors de chacune d’elle, Nr5a1 

est indispensable (Buganim et al., 2012). D’ailleurs, Gata4 et Nr5a1 sont suffisants pour la 

reprogrammation de fibroblastes humains en CS (Liang et al., 2019). Ces études montrent que 

l’identité Sertolienne est indissociable de l’expression de Nr5a1. Nos résultats laissent penser 

que Nr5a1 ou un gène régulé par Nr5a1 agit comme un verrou empêchant les CS de retrouver 

un état de différenciation plus précoce (Figure 36).  

Parce que les CS invalidées pour Nr5a1 expriment des marqueurs caractéristiques des 

précurseurs interstitiels précoces, nous avons envisagé la possibilité qu’elles se soient 
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Figure 37 : Niveau d’expression des gènes impliqués dans la stéroïdogenèse après l’invalidation 
de Nr5a1 dans les cellules de Sertoli
Graphique en boîtes à moustaches illustrant l'expression log2 des gènes indiqués dans les cellules de 
Sertoli contrôles et invalidées pour Nr5a1.
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Nous nous sommes ensuite demandé si les CS invalidées pour Nr5a1 qui présentent des 

signatures géniques de précurseurs précoces, ou de cellule de la granulosa, sont les mêmes, ou 

bien si ces destins sont incompatibles entre eux. Pour cela, 12 gènes caractéristiques de chaque 

identité ont été choisis. Selon ces critères de sélection par expression simultanée des 12 gènes, 

il s’avère que 13,2% des CS invalidées pour Nr5a1 sont identifiées comme étant similaires à 

des cellules de la granulosa fœtale, 5,8% comme étant similaires à des précurseurs somatiques 

précoces, et 1,6% comme étant similaires à des précurseurs interstitiels précoces, indiquant 

donc des destins bien séparés. Néanmoins, 5,1% des CS invalidées pour Nr5a1 expriment 

simultanément des gènes caractéristiques de plusieurs de ces types cellulaires (Chapitre 4, 

Figure 6). Ce résultat nous indique que la dédifférenciation des CS à un état plus précoce ou 

leur trans-différenciation en cellule de la granulosa ne sont pas des évènements mutuellement 

exclusifs. 

 

5. Les causes de la disparition des cellules de Sertoli  
 

Nous avons aussi cherché à comprendre la cause de la disparition des CS chez les animaux 

mutants Nr5a1SC-/-. Nous avons montré grâce, à des expériences d’incorporation de Brdu et à la 

technique de TUNEL (terminal deoxy-nucleotidyl transferase dUTP nick-end labelling), que 

les CS invalidées pour Nr5a1 cessent de proliférer et meurent (Chapitre 4, Figures 2 et 7).  

Récemment, l’équipe de Pancharatnam Jeyasuria a étudié un autre modèle murin qu’ils 

décrivent comme invalidé pour Nr5a1 dans les CS à partir de 14,50jpc. Cependant, il est 

différenciées en précurseurs stéroïdogènes. Nous avons testé cette hypothèse en regardant 
l’expression des gènes impliqués dans la stéroïdogenèse ou dans la différenciation des 
précurseurs des cellules des glandes corticosurrénales et des précurseurs de CL (Figure 37). 
Nous avons constaté qu’il n’y a pas de modification du niveau de l’expression des gènes Tcf21, 
Gli1 et Nes caractéristiques des précurseurs des glandes corticosurrénales ou des CL (Bandiera 
et al., 2013; Inoue et al., 2016). De la même manière, on ne constate pas de différence 
d’expression des gènes Star, Cyp17a1, Cyp11a1, Cyp11b1, et Cyp11b2 impliqués dans la 
stéroïdogenèse (Morohashi et al., 2013). Enfin, d’après la littérature, Wt1 agit comme un verrou 
empêchant la différenciation des précurseurs en cellules stéroïdogènes (Bandiera et al., 2013 ; 
Chen et al., 2017). L’expression de Wt1 n’est pas réduite chez les mutants Nr5a1SC-/-, ce qui 
rend logiquement impossible la dédifférenciation des CS invalidées pour Nr5a1 en cellules 
stéroïdogènes.
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(A) Graphique en boîtes à moustaches illustrant l'expression log2 de Mdm2 dans les cellules de Sertoli 
contrôles et invalidées pour Nr5a1.
(B) Comparaison des niveaux d’expression de Mdm2 par RT-qpcr sur 5 gonades entières à 14,50jpc 
issues d’animaux contrôles et mutants.

Figure 38 : Niveau d’expression de Mdm2 après l’invalidation de Nr5a1 dans les cellules de 
Sertoli
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Les résultats de l’équipe de Pancharatnam Jeyasuria sont difficiles à appréhender dans la 

mesure où la recombinase Cre qu’ils ont utilisée n’a pas permis d’invalider Nr5a1 dans toutes 

les CS. Il en résulte que nos deux modèles présentent des phénotypes clairement différents. 

D’une part, une fraction importante de CS persiste dans leur modèle car ils observent la 

présence de tubes séminifères tapissés de CS à l’âge adulte. Leurs illustrations ne permettent 

pas d’identifier formellement des CS comme étant en apoptose. Les cellules TUNEL-positives 

qu’ils montrent peuvent aussi être des CG, dont on sait qu’elles disparaissent aussi. D’autre 

part, il n’est pas fait mention nulle part de l’expression de gènes spécifiques de la granulosa, ce 

qui traduit sans doute que les CS ne perdent pas leur identité sertolienne comme c’est le cas 

dans notre modèle (Anamthathmakula et al., 2019).  

Nous avons essayé de comprendre par quel mécanisme indépendant de TRP53 les CS 

dépourvues de Nr5a1 disparaissent en analysant les données du transcriptome. Nous avons 

constaté qu’une partie des gènes différentiellement exprimés entre des CS contrôles et 

invalidées pour Nr5a1 sont impliqués dans la composition de la membrane basale, la 

communication cellulaire et le cytosquelette (Chapitre 4, Figure 1).  

important de noter qu’ils détectent NR5A1 à 15,5jpc dans une grande partie des CS. Ils 
constatent une perte des CS qu’ils imputent à la baisse de l’expression de Mdm2 qui provoque 
la mort des CS par un mécanisme dépendant de la phosphorylation de TRP53 
(Anamthathmakula et al., 2019). Pour tester si cette hypothèse s’applique à notre modèle, j’ai 
invalidé Trp53 dans les CS déjà invalidées pour Nr5a1. Le phénotype de ces animaux est en 
tout point similaire à celui des mutants invalidés pour Nr5a1 uniquement (Chapitre 4, Figures 
7 ; Supplementary Figure 6). Ces données permettent d’exclure l’implication de TRP53 dans 
la disparition des CS. Dans le modèle de Pancharatnam Jeyasuria, la diminution de l’expression 
de MDM2 et l’augmentation de la présence de la forme phosphorylée de TRP53 sont étudiées 
par Western-blot, sur des extraits protéiques issus de gonades entières à 15,00jpc. Il est possible 
que la diminution de MDM2 soit en fait causée par la disparition des CS. Pour preuve, lorsque 
nous avons réalisé des RT-qPCR sur des gonades mutantes entières à 14,50jpc nous avons aussi 
constaté une diminution de l’expression de Mdm2. Néanmoins, grâce aux données du 
transcriptome, nous avons pu constater que les CS invalidées pour Nr5a1 et les CS contrôles 
expriment Mdm2 à un niveau similaire (Figure 38). L’augmentation de la présence de la forme 
phosphorylée TRP53 peut, quant à elle, trouver son origine dans l’apoptose des CG. D’ailleurs 
mes analyses par IHC permettent de localiser TRP53 dans les CG mais pas dans les CS, aussi 
bien chez les animaux contrôles que chez les mutants Nr5a1 SC-/-(Chapitre 4, Figure 7).
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Nous constatons par exemple des dérégulations de l’expression de Gja1 (à la baisse) et 

Ncam (à la hausse), dont les produits sont impliqués dans les jonctions communicantes et les 

jonctions serrées entre les CS et entre les CS et les CG. Ces observations peuvent être 

expliquées par la diminution d’expression de Sox9 et Sox8 puisque leur invalidation simultanée 

provoque les mêmes dérégulations (Barrionuevo et al., 2009). De plus, il a été montré que 

SOX8, SOX9 et NR5A1 sont capables de réguler positivement l’expression de Gja1 (Li et al., 

2014 ; Couture and Martin, 2020). Il est intéressant de noter que l’invalidation simultanée de 

Sox9 et Sox8 ne provoque pas la mort des CS (Barrionuevo et al., 2009). La disparition des CS 

que nous observons chez les mutants Nr5a1SC-/- n’est donc pas causée uniquement par la perte 

d’expression de Sox9 et Sox8. D’autres mécanismes sont clairement mis en jeu. On constate par 

exemple une diminution drastique de l’expression de TUBB3, qui est une tubuline spécifique 

du cytosquelette des CS. La désorganisation du cytosquelette via une dérégulation de 

l’expression des tubulines n’a jamais été décrite dans le cadre des invalidations de Sox9 et Sox8. 

On peut aussi supposer qu’une partie de ces dérégulations de l’adhésion, du cytosquelette et de 

la matrice extracellulaire, sont le résultat du changement d’identité des CS invalidées pour 

Nr5a1. Chaque type cellulaire possède une matrice extracellulaire différente et des intégrines 

adaptées à cette dernière. Aussi, les jonctions cellulaires que forment des cellules voisines ne 

sont pas de même type en fonction du type cellulaire auquel elles appartiennent. 

Dans le cas des mutants Nr5a1SC-/-, on constate aussi des changements très importants de la 

composition de la matrice extracellulaire et une diminution de l’expression Itga6 (Chapitre 4, 
Figure 5 ; Supplementary Figure 5). L’ancrage des cellules à la matrice extracellulaire est en 

grande partie dépendant des intégrines. En effet, les intégrines sont des récepteurs d'adhésion 

qui interagissent avec les composants de la matrice extracellulaire (Frisch and Screaton, 2001 ; 

Gilmore, 2005). Une dérégulation de la composition de la matrice extracellulaire ou de 

l’expression des intégrines peut aisément induire la perte de l’ancrage CS à leur matrice 

extracellulaire. Dans la mesure où les processus d’adhésion et d’interaction dépendant de 

l’intégrine sont indispensables à la survie des cellules, nous émettons l’hypothèse que la 

dérégulation de l’architecture, la matrice extracellulaire et les jonctions des CS invalidées pour 

Nr5a1 entraînent leur mort par un mécanisme appelé anoïkis ou encore « apoptose induite par 

le détachement » ou « mort relayée par l’intégrine ». L’anoïkis est un mécanisme qui permet de 

maintenir l’intégrité des tissus en induisant la mort des cellules qui perdent leur ancrage à la 

matrice extracellulaire ou qui n’interagissent plus correctement avec leurs cellules voisines. 

Cela permet d’éviter le déplacement inapproprié de cellules dans un tissu ou empêcher 

l’échappement de métastases dans les tissus cancéreux (Hofmann et al., 2007). D’autre part, le 
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fait que les CS dépourvues de Nr5a1 soient perdues par anoïkis est totalement compatible avec 

le fait que TRP53 ne soit pas impliqué dans leur disparition (McGill et al., 1997).  

Nous pensons aussi que la mort des CS par anoïkis est la raison de l’augmentation de 

l’expression des gènes impliqués dans la régulation positive de l’apoptose et la diminution de 

l’expression des gènes anti-apoptotiques dans les CS invalidées pour Nr5a1. 

En conclusion, l’invalidation de Nr5a1 dans les CS induit des changements importants dans 

la composition de la matrice extracellulaire, de l’expression des protéines d’adhérences et de 

structure. Dans ces conditions, les CS ne sont plus capables d’interagir correctement avec les 

cellules voisines et meurent par anoïkis, indépendamment de la présence de TRP53.  

 

6. Les cellules de Leydig sont-elles impactées par la disparition des 
cellules de Sertoli ?  

 

Les cellules de Leydig fœtales (CLF) émergent dans la gonade à partir de 12,50jpc, alors 

que les cellules de Leydig adultes (CLA) apparaissent après la naissance. Les CS ont un rôle 

essentiel dans l’émergence des CLF, notamment en exprimant des signaux comme Dhh et 

Pdgfa. L’abolition de l’expression de ces facteurs engendre des anomalies de différenciation 

des CLF (Gnessi et al., 2000 ; Yao et al., 2002 ; Brennan et al., 2003). Rapidement après 

l’invalidation de Nr5a1 dans les CS, nous observons des diminutions d’expression de Dhh et 

Pdgfa (Figure 34) (Chapitre 4 Figure 5). Cependant, des variations minimes de l’expression 

des gènes des CLF sont observés chez les animaux Nr5a1SC-/-. Seuls les 4 gènes Smoc2 (SPARC 

related modular calcium binding 2), Spats2l (spermatogenesis associated, serine-rich 2-like), 

Htr3a (5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 3A) et Gem (GTP binding protein (gene 

overexpressed in skeletal muscle)) voient leur expression faiblement (mais significativement) 

diminuée (Chapitre 4, Table S1), sans lien évident avec la fonction des CLF. Ces résultats 

révèlent que l’expression de Dhh et Pdgfa par les CS jusqu’à 13,50jpc est suffisante pour faire 

émerger des CLF fonctionnelles.  

Malgré la désorganisation du testicule, les gonades des animaux Nr5a1SC-/- contiennent des 

CL exprimant HSD3B1 aux stades embryonnaires comme à l’âge adulte (Chapitre 4, Figure 
1 ; Supplementary Figure 6). De plus, ces CLF semblent fonctionnelles car les animaux 

Nr5a1SC-/- ne présentent pas de cryptorchidie. Le phénomène de descente des testicules est 

dépendant de l’expression de Insl3 par les CLF (Nef and Parada, 1999) et ce gène est 
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normalement exprimé chez les mutants Nr5a1SC-/- (Table S1). De surcroît, des taux normaux de 

testostérone sont maintenus chez les mutants, aussi bien à la naissance qu’à l’âge adulte.  

Les CLA apparaissent dans le testicule environ 7 jours après la naissance, sous l’influence 

des CLF et des CS. Dernièrement, plusieurs études ont montré que la présence des CS dans le 

testicule fœtal est importante pour permettre l’émergence des CLA. La disparition des CS aux 

stades fœtaux par traitements à la toxine diphtérique ou invalidation de Mdm2 conduit à des 

testicules qui ne contiennent que des CLF à l’âge adulte. Les auteurs expliquent ce phénomène 

par le fait que les précurseurs des CLA sont moins nombreux (Rebourcet et al., 2014 ; 

Fouchecourt et al., 2016). Les CLF ne se divisent quasiment pas chez les animaux contrôles à 

13,50jpc-15,50jpc, tout comme chez mutants Nr5a1SC-/- (Miyabayashi et al., 2013). Il n’était 

donc pas possible de mesurer la prolifération des CLF. Il serait néanmoins intéressant de 

quantifier les précurseurs des CLA dans notre modèle Nr5a1SC-/-, et déterminer ensuite si les CL 

que nous observons chez l’adulte constituent une population homogène de CLF ou un mélange 

de CLF et CLA. Pour cela, nous pourrions détecter l’expression de Hsd3b6 qui est un marqueur 

spécifique des CLA.  

Pour conclure, l’invalidation de Nr5a1 dans les CS ne semble pas avoir d’impact sur 

l’émergence, la fonction et la destinée des CLF. Par contre, il nous reste encore à déterminer si 

en l’absence de CS et de CG l’émergence d’une seconde population de CL, à savoir les CLA, 

est possible.  

 

7. L’hermaphrodisme des mutants Nr5a1SC-/- était-il prévisible ?  
 

Chez le mâle, la régression des canaux de Müller dépend de l’action de AMH qui débute 

entre 13,50 jpc et 14,50jpc (Gao et al., 2006). L’expression d’Amh par les CS est régulée par 

Nr5a1 en coopération avec différents cofacteurs (Nachtigal et al., 1998 ; De Santa Barbara et 

al., 1998 ; Tremblay et al., 2001 ; Schepers et al., 2003 ; Miyamoto et al., 2008 ; Polanco et al., 

2009). C’est pourquoi après l’invalidation de Nr5a1 dans les CS on observe logiquement une 

forte diminution de l’expression de Amh/AMH à partir de 13,50jpc (Chapitre 4 Figure 3 et 

Supplementary Figure 1). La diminution drastique de la production d’AMH qui en résulte 

provoque tout aussi logiquement la persistance des dérivés des canaux de Müller. Les individus 

Nr5a1SC-/- présentent un utérus raccourci, des cordes utérines bilatérales incomplètes et un 

vagin.  
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En plus des organes génitaux féminins, les animaux Nr5a1SC-/- possèdent un tractus 

urogénital mâle. L’appareil urogénital mâle est issu de la différenciation des canaux de Wolff, 

du sinus urogénital et du tubercule génital qui se développent à différents stades fœtaux, sous 

l’influence des androgènes et plus particulièrement sous l’influence de la testostérone et de son 

dérivé la dihydrotestostérone (DHT). Dans notre étude, les souris Nr5a1SC-/- âgées de 60 jours 

présentent un raccourcissement de la distance anogénitale, ainsi que des vésicules séminales 

dont le poids est plus faible et un os du pénis dont la taille est réduite (Chapitre 4, Figure 8). 

Le fait que les organes génitaux masculins soient formés illustre que les animaux ont été 

exposés aux androgènes durant le développement fœtal, mais cette exposition semble avoir été 

insuffisante pour permettre la croissance normale des organes. Il a été démontré qu’il existe une 

coopération étroite entre les CL et les CS pour la production de testostérone durant la période 

foetale. Les CLF produisent de l’androstènedione mais pas de testostérone, car elles 

n’expriment pas l’enzyme HSD17B3 nécessaire à la dernière étape de sa synthèse. 

L’androstènedione est transformée en testostérone par les CS qui, elles, expriment Hsd17b3 

(O’Shaughnessy et al., 2000 ; Shima et al., 2013). Nos résultats montrent une perte de 

l’expression de Hsd17b3 et Hsd17b1 chez les mutants Nr5a1SC-/-, peut-être responsable de leur 

sous-exposition aux androgènes. Toutefois, de manière surprenante, les dosages de testostérone 

circulante dans le sérum d’animaux Nr5a1SC-/- à la naissance et à 60 jours ne montrent pas de 

différence significative.  

Récemment, il a été montré que l’invalidation de Hsd17b3 ne provoque pas de diminution 

des taux de testostérone circulante, ni de défaut de masculinisation des organes génitaux 

internes et externes, à l’exception d’une faible diminution de la distance anogénitale. Ces 

résultats laissent penser qu’il existe d’autres hydroxystéroïdes déshydrogénases capables de 

réaliser la conversion de l’androstènedione en testostérone, et ainsi compenser l’absence de 

Hsd17b3. Il a été montré que Hsd17b1 et Hsd17b12 sont aussi capables de réaliser la dernière 

étape de synthèse de la testostérone. Comme pour Hsd17b3, l’invalidation de Hsd17b1 ne 

provoque ni défaut de masculinisation des organes génitaux internes et externes, ni diminution 

des taux de testostérone circulante (Hakkarainen et al., 2018). Par contre, l’étude du rôle de 

Hsd17b12 dans le développement du tractus urogénital n’a pas été possible car son invalidation 

est létale au stade embryonnaire (Bellemare et al., 2010 ; Rantakari et al., 2010).  

D’après la littérature, Hsd17b1 s’exprime comme Hsd17b3 dans les CS, et Hsd17b12 

s’exprime dans les CL, les CS et les CG. Nos résultats montrent même que Hsd17b12 s’exprime 

dans pratiquement tous les types cellulaires de la gonade à 14,50jpc, à savoir les cellules 

endothéliales, les macrophages, les cellules interstitielles et péritubulaires, les CL, les CS et les 
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(A) Projection de l’expression des gènes sur des graphiques t-SNE. Hsd17b12 est exprimé dans 
pratiquement tous les types de cellules qui constitue le testicule à savoir : C1 (les cellules endothéliales), 
C2 (les macrophages), C3 (cellules germinales), C4 (cellules de Leydig), C5 (les cellules interstitielles 
péritubulaires), C6b (cellules de Sertoli contrôles), C7 (cellules de Sertoli invalidées pour Nr5a1).  On 
constate que Hsd17b1 comme Hsd17b3 s’expriment uniquement dans les groupes C6b (cellules de 
Sertoli contrôles). 
(B) Graphique en boîtes à moustaches illustrant l'expression log2 des gènes indiqués dans les cellules 
de Sertoli contrôles et invalidées pour Nr5a1. 

  

Figure 39 : Identification des types cellulaires exprimant Hsd17b12, Hsd17b3 et Hsd17b1 à 
14,50jpc dans le testicule à partir des données transcriptomiques
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Toutefois, malgré le fait que les CLF expriment Hsd17b12, des études montrent qu’il est 

peu probable qu’elles participent à la dernière étape de synthèse de la testostérone. Dans leur 

étude, Ken-Ichirou Morohashi et son équipe mettent en culture des CLF, des SC et des CLA en 

présence d’androstandione pour mesurer leur capacité à produire de la testostérone. Ils 

observent que les CLF, bien qu’elles expriment Hsd17b12 d’après nos résultats, ne sont 

capables de produire de la testostérone que lorsqu’elles sont cultivées en présence de CS. Il 

serait intéressant de compléter l’étude de Ken-Ichirou Morohashi et son équipe en cultivant des 

CLF en présence de cellules endothéliales, de macrophages, de CG ou de cellules interstitielles 

et péritubulaires qui expriment toutes Hsd17b12. Cela permettrait d’identifier le type cellulaire 

avec lequel avec les CLF interagissent pour produire la testostérone. Il serait aussi intéressant 

de savoir si les cellules qui expriment Hsd17b12 sont capables de réaliser toutes les étapes de 

synthèse de la testostérone ou si, comme les CS, elles ne se chargent que de la dernière étape. 

Toutefois, nous gardons à l’esprit que les hydroxystéroïdes déshydrogénases sont nombreuses. 

C’est pourquoi nous ne pouvons pas écarter l’hypothèse qu’une autre enzyme de cette famille 

soit responsable de la production de testostérone.  

Enfin et de manière surprenante, les mutants Mdm2SC-/- présentent des taux de testostérone 

diminués (Fouchecourt et al., 2016). A l’inverse, nos mutants Nr5a1SC-/-et les mutants Wt1SC-/-

affichent des taux de testostérone normaux (Gao et al., 2006). Tous ces modèles présentent un 

tractus urogénital mâle hypoplasique avec la présence des dérivées des canaux de Müller. Le 

modèle Nr5a1SC-/- de l’équipe de Pancharatnam Jeyasuria et le modèle d’ablation des CS par 

traitement à la toxine diphtérique possèdent quant à eux des tractus urogénitaux normalement 

masculinisés, sûrement parce que la disparition des CS est incomplète dans ces modèles 

(Rebourcet et al., 2014 ; Anamthathmakula et al., 2019). Pour élucider cette question, il faut 

CG (Figure 39). Au final, les mâles Nr5a1 SC-/-présentent une diminution drastique de 
l’expression de Hsd17b3 et Hsd17b1 dans les CS, mais l’expression de Hsd17b12 reste 
inchangée dans tous les autres types cellulaires (Figure 39). Ainsi, la présence de Hsd17b12 
dans toutes ces cellules pourrait permettre le maintien d’une production suffisante de 
testostérone, et par conséquent permettre la différenciation du tractus urogénital mâle. Cette 
production d’androgène semble cependant insuffisante pour permettre la croissance normale 
des organes génitaux masculins, qui restent hypoplasiques. Pour confirmer cette hypothèse, il 
serait judicieux, d’invalider simultanément Nr5a1 dans les CS et Hsd17b12 dans les types 
cellulaires de la gonade où nous avons détecté son expression. Pour ce faire, on peut envisager 
d’utiliser simultanément plusieurs recombinases Cre actives dans différents types cellulaires.
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déterminer à quel moment et à quelle dose la testostérone testiculaire produite par les CL est 

importante pour aboutir à un tractus urogénital mâle totalement développé.   

Pour conclure, l’hermaphrodisme des animaux Nr5a1SC-/- était prévisible, d’une part parce 

que Amh est une cible de NR5A1, d’autre part parce que les CS sont essentielles à la production 

de testostérone. Par contre, la présence de taux normaux de testostérone circulante à la 

naissance est surprenante, dans la mesure où des signes évidents de sous-exposition aux 

androgènes sont observés.  

 

 

8. Nr5a1 joue-t-il un rôle dans l’homéostasie des centrosomes dans les 
cellules de Sertoli ? 

 

Le centrosome est un organelle cytoplasmique, essentiel à l’organisation des microtubules 

et la formation du fuseau mitotique durant les divisions cellulaires. En condition normale, le 

centrosome se duplique une fois pour obtenir deux centrosomes qui se placeront de part et 

d’autre de la cellule pour organiser les fuseaux mitotiques. Quand plus de deux centrosomes 

sont présents, la mitose est multipolaire et la ségrégation des chromosomes ne se fait pas 

correctement. La cellule donne naissance non pas à deux cellules filles génétiquement 

identiques, mais des cellules filles porteuses d’un nombre de chromosomes aberrant, un 

phénomène appelé aneuploïdie. Cette aneuploïdie provoque généralement la mort des cellules. 

C’est pourquoi l’homéostasie des centrosomes est essentielle pour garantir la stabilité du 

génome durant les divisions cellulaires (Lai et al., 2011 ; Wang et al., 2014).  

            

             

          

               

               

                 

                

         

            

                

             

             

 En plus de son rôle en tant que récepteur nucléaire, Nr5a1 est impliqué dans l’homéostasie 
des centrosomes. En effet, l’équipe de Bon-Chu Chung a découvert que la déplétion de Nr5a1 
dans des cellules corticosurrénales et des cellules de Leydig provoque une multiplication 
excessive des centrosomes. Je me suis donc demandé si Nr5a1 avait un rôle dans l’homéostasie 
des centrosomes dans les CS, et si un défaut de duplication des centrosomes pouvait être la 
cause de la mort des CS dépourvues de NR5A1. Pour répondre à ces questions, j’ai mis en 
culture durant 24 heures des CS issues de gonades fœtales, puis j’ai compté le nombre de 
centrosomes présent dans chaque cellule. L’expression du rapporteur fluorescent YFP m’a 
permis d’identifier les CS, dans lesquelles les centrosomes sont visualisés en détectant la 
tubuline gamma (Figure 40). Je n’ai pas réussi à démontrer que les CS invalidées pour Nr5a1 
possèdent davantage de centrosomes que les CS des animaux contrôles. Je me suis cependant 
heurtée à plusieurs problèmes techniques et notamment la durée des cultures. Quand les cellules
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(A-H) Exemples représentatifs de cellules observées dans les cultures de gonades à 14,50jpc.  
(A-D) Cellules avec des noyaux polylobés ou polynucléés.  
(B,E) Cellules avec un nombre anormalement élevé de centrosomes.  
(F-H) Cellules avec un nombre normal de centrosomes et de noyaux. 
(I) Cellule anormalement grosse ou ensemble de cellules formant ce qui ressemble à un syncytium.  
(J) Comparaison du pourcentage de cellules polynucléées ou polylobées entre deux cultures de testicules 
à 14,50jpc. 
  

Figure 40 : Méthode de comptage des cellules polynucléées ou polylobées et présentant un nombre 
anormal de centrosomes
Détection de TUBG en rouge et YFP en vert les noyaux sont contre colorés au DAPI.
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9. L’invalidation de Nr5a1 dans les cellules de Sertoli après la naissance  
 

Mon travail montre que l’expression de Nr5a1 est essentielle à la survie des CS après la 

différenciation sexuelle chez l’embryon. Environ 10 jours après la naissance, les CS cessent de 

se diviser pour devenir post-mitotiques. Compte tenu de la possible implication de Nr5a1 dans 

l’homéostasie des centrosomes, je me suis demandé si l’invalidation de Nr5a1 dans les CS a un 

impact sur leur survie une fois que celles-ci sont devenues post-mitotiques, et, plus 

globalement, un impact sur l’intégrité du testicule et la spermatogénèse.  

Pour cela, j’ai généré un modèle de souris mutantes dans lequel Nr5a1 est invalidé dans les 

CS après la naissance, grâce à l’utilisation de la recombinase Cre Sox9-CreERT2 inductible par 

le tamoxifène (TAM). Ce système permet de choisir le moment de l’invalidation du gène 

d’intérêt (Kopp et al., 2011). Afin d’induire l’excision de Nr5a1, j’ai essayé plusieurs 

sont cultivées pendant 48 heures ou plus, une grande proportion des CS sont anormalement 
grosses et forment ce qui ressemble à des syncytiums (Figure 40 I). A l’inverse, quand les 
cultures durent 24 heures, les CS se divisent peu et une écrasante majorité d’entre elles ne 
possède qu’un seul centrosome. En résumé, trop peu de cellules entrent en division en 24 heures 
de culture, tandis que trop de cellules dégénèrent et fusionnent au-delà de 24 heures de culture. 
La fenêtre de temps qui permet de voir un défaut du nombre de centrosomes lorsque les CS 
sont mises en culture est très courte et techniquement difficile à étudier.
 J’ai néanmoins constaté qu’une proportion significative des CS invalidées pour Nr5a1 avait 
une morphologie nucléaire atypique après 24 heures de culture (Figure 40 J). Comme illustré 
dans la Figure 40 A-D, il est difficile de déterminer si les CS sont polynucléées ou si les noyaux 
sont polylobés, voire fragmentés. La polynucléation d’une cellule avec des noyaux de tailles 
très différentes peut constituer le signe d’une division mitotique asymétrique et donc d’une 
duplication anormale des centrosomes (Wang et al., 2014). La présence de noyaux polylobés 
ou fragmentés peut également être le signe de l’entrée en apoptose des cellules (Figure 40 A- 
D) (Truttmann et al., 2020). La présence de ces nombreuses cellules avec des nucléations 
atypiques rend difficiles les comptages des centrosomes. Souvent je n’ai pas réussi à déterminer 
si deux cellules étaient proches ou si une seule cellule était polynucléée. Dans cette situation, il 
est difficile d’assigner les centrosomes à une cellule précise. En ne tenant compte que des 
cellules mononuclées, il n’y a pas de différence du nombre de centrosomes entre les CS 
contrôles et les CS invalidées pour Nr5a1 (Figure 40 E-H).
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(A,B) Souris âgées de 24 semaines nourries avec un régime supplémenté en tamoxifène (TAM) durant 
un mois de 10 à 14 semaines.  
(C,D) Souris âgés de 12 semaines traitées au tamoxifène par injection intrapéritonéale (IP) à 12,14 et 
16 jours après la naissance à raison de 100uL (10mg/ml). 

 
 
 
 
 
 

Figure 41 : Échec de l’invalidation de Nr5a1 dans les cellules de Sertoli à l’aide de Sox9-creERT2 
Détection de NR51A en rouge et YFP en vert les noyaux sont contre colorés au DAPI. Seul l’individu 
de l’image D est porteur du transgène rapporteur R26ReYFP.
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Dans un second temps, j’ai essayé d’induire l’excision par la recombinase CreERT2 en 

injectant du TAM dans la cavité intrapéritonéale des souris, à 10 jours environ après la 

naissance. La présence du rapporteur Gt(ROSA)26Sortm1(EYFP)Cos (Srinivas et al., 2001) 

permet de visualiser si le traitement a provoqué la translocation de CreERT2 et l’excision 

efficace du transgène. Après 3 injections de TAM à 12, 14 et 16 jours après la naissance, les 

animaux ont été analysés à 12 semaines. Le rapporteur YFP est détecté dans le cytoplasme de 

56% des CS mais NR5A1 est détecté dans la totalité des CS, même dans celles qui expriment 

YFP. Guoqiang Gu et son équipe ont publié un article décrivant le même phénomène, indiquant 

que l’excision d’un rapporteur fluorescent ne reflète pas forcément l’excision d’une autre cible 

d’intérêt (Liu et al., 2013). Au final, ces contraintes techniques ne m’ont pas permis de 

déterminer le rôle de Nr5a1 dans les CS post-mitotiques.  

  

              
               

                   
               

                
               

              
             
              

              
               

                   
               

                
               

              
             
              

              
               

                   
               

                
               

               
             

             

traitements. Dans un premier temps, j’ai reproduit le protocole décrit dans l’article de l’équipe 
de Rafael Jiménez (Barrionuevo et al., 2016). Ils y expliquent que les traitements par gavage 
sont soit mortels lorsque le TAM est à forte dose, soit inefficace lorsque le TAM est à des doses 
réduites. Ils ont alors opté pour un régime alimentaire supplémenté en TAM durant un mois. 
Ce régime s’est révélé efficace pour exciser leurs gènes d’intérêt (Sox8 et Sox9), avec un taux 
de survie des animaux de 100% (Barrionuevo et al., 2016). J’ai donc nourri les souris 
Nr5a1 L2/L2; Sox9-CreERT 2avec ce régime alimentaire durant 1 et 2 mois, puis, j’ai analysé 
l’expression de NR5A1 dans les CS par IHC. Malheureusement, les CS expriment toujours 
NR5A1, à un niveau similaire à celui observé chez les souris contrôles (Figure 41).
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Les encadrés en rouges autour des gènes illustrent une augmentation d’expression que nous avons 
mesurée.
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Figure 42 : Vue globale des évènements provoqués par l’invalidation de Nr5a1 dans les cellules de 
Sertoli
Les croix rouges sur les gènes illustrent la diminution ou l’absence de leur expression que nous avons 
mesurée.



 

     
 

L’activité et l’identité des CS sont maintenues grâce à un réseau génique complexe et 

interdépendant. Notre étude montre que l’invalidation de Nr5a1 à partir de 13,50jpc provoque 

un déséquilibre de tout le réseau.  

Pour commencer, l’invalidation de Nr5a1 provoque la perte de l’expression de Sox9 qui est 

l’acteur central de la voie de différenciation masculine. L’absence de NR5A1 et de SOX9 induit 

la baisse de l’expression de leurs cibles directes que sont Amh, Cyp26b1, Ptgds, Dhh. La perte 

de l’activité de CYP26B1 et de PTGDS induit l’entrée en méiose des CG, qui ne sont plus 

protégées de la substance initiatrice de la méiose (qui ne peut pas être l’acide rétinoïque). La 

réduction de l’expression des gènes sertoliens, Nr5a1, Dmrt1, Sox9 et Sox8, permet la levée de 

l’inhibition qu’ils exerçaient sur les gènes impliqués dans la différenciation des cellules de la 

granulosa comme Foxl2, Fst, Rspo1 ou Wnt4. Nous supposons qu’un mécanisme similaire de 

levée de l’inhibition de l’expression des gènes est responsable de la réexpression de marqueurs 

des précurseurs somatiques et interstitiels précoces.  

La baisse d’expression de Hsd17b3 et Hsd17b1 par les CS dépourvues de NR5A1 induit 

une production insuffisante de testostérone durant le développement fœtal. Les organes 

composants le tractus urogénital mâle sont alors hypoplasiques. Des taux basaux de testostérone 

sont néanmoins garantis par la présence d’autres hydroxystéroïdes déshydrogénases, produites 

par d’autres cellules de la gonade qui restent à identifier. La baisse de l’expression de Amh 

provoquée par l’absence de NR5A1 et SOX9 induit, quant à elle, la persistance des dérivés des 

canaux de Müller qui donnent naissance à un utérus et un vagin.  

Enfin, la baisse d’expression de Sox9 et Sox8 dans les CS nulles pour NR5A1, associée à 

leur dé- (ou trans-) différenciation, participe de la désorganisation des processus d’adhésion, 

d’interaction et d’architecture cellulaire, conduisant à la mort des CS par anoïkis.  
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10. Conclusion (Figure 42)
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La formation du testicule à partir du primordium gonado-surrénalien se déroule en plusieurs 

étapes nécessitant l’activation de nombreuses cascades d’expression de gènes. L’expression de 

Nr5a1 est nécessaire à chaque étape ce processus. Durant la différenciation sexuelle, NR5A1 

et SRY permettent l’initiation de l’expression de Sox9, un gène essentiel à la différenciation 

sexuelle et la différenciation des CS. Une fois la différenciation sexuelle achevée, l’expression 

de NR5A1 est maintenue dans les CS mais, son rôle n’est pas totalement élucidé à ces stades 

ultérieurs du développement.  

Mon projet de thèse, avait justement pour objectif d’étudier le rôle de Nr5a1 dans les CS, 

après la différenciation sexuelle. Pour cela, j’ai généré un modèle de souris mutantes (Nr5a1SC-

/-), dans lequel le gène Nr5a1 est invalidé uniquement dans les CS, à partir de 13,50jpc. J’ai 

d’abord observé l’implication de Nr5a1 dans le maintien de la fonction sertolienne. Les CS 

invalidée pour Nr5a1 n’expriment plus des gènes qui déterminent l’identité sertolienne (dont 

Sox9, Sox8, Dmrt1). Cette dérégulation provoque la désorganisation progressive des cordons 

séminifères et des défauts dans la composition de la matrice extracellulaire des CS. De plus, 

elles ne sont plus en mesure de protéger les cellules germinales qui entrent en méiose 

prématurément, ce qui a conduit à leur perte progressive. J’ai ensuite observé que les CS sont 

elles aussi perdues progressivement pour devenir totalement absentes à partir de la naissance. 

J'ai montré que la mort des CS dépourvues de Nr5a1 n'implique pas TRP53, comme le laissait 

croire la littérature. Pour mieux comprendre le destin des CS dépourvues de Nr5a1, j’ai réalisé 

une expérience de séquençage d’ARN (single cell RNA-seq) des cellules composant la gonade 

des souris contrôles et mutantes Nr5a1Ser-/- à E14.5. Grâce à cette approche et en comparant les 

transcriptomes à ceux des précurseurs et des descendants des cellules exprimant Nr5a1 

récemment publiés, j’ai montré qu'une partie des CS mutantes se dédifférencie en précurseurs 

précoces des cellules somatiques de testicule, et qu'une autre partie se trans-différencie en 

cellules de granulosa. Cette analyse m'a aussi permis de proposer que les CS mutantes meurent 

par "anoïkis", un processus de mort cellulaire lié à des modifications de l'ancrage des CS à la 

lame basale de l'épithélium séminifère, de leur cytosquelette, leur matrice extracellulaire et 

leurs jonctions intercellulaires. J’ai ainsi montré que NR5A1 agit comme le gardien de l’identité 

des cellules de Sertoli au cours du développement testiculaire, un rôle jusqu’à présent méconnu.  
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Dans un contexte plus global, un modèle présentant une disparition des CS après la 

différenciation sexuelle représente un outil important. C’est grâce à cela que j’ai pu montrer 

que l’expression de signaux émanant des CS comme Dhh et Pdgfa ne sont pas nécessaires à 

l’émergence et à la fonction des autres cellules somatiques après 13,50jpc.  

Les mâles Nr5a1Ser-/- affichent une hypoplasie des vésicules séminales et de la prostate, ainsi 

qu'une distance ano-génitale réduite. Ces anomalies pourraient refléter un défaut de production 

de testostérone pendant la vie fœtale, qui s'expliquerait par la perte des CS mais les animaux 

Nr5a1Ser-/- présentent des taux de testostérone normaux. Mes résultats suggèrent donc plutôt que 

les CS ne sont pas indispensables pour maintenir une production de testostérone normale. 

Pour conclure mon travail a mis en lumière des rôles méconnus de Nr5a1 dans les cellules 

de Sertoli après la différenciation sexuelle. De manière plus globale ces résultats permettent 

d’avancer dans l’étude des signaux que les CS envoient aux autres cellules composants la 

gonade masculine pour permettre la formation d’un système urogénital fonctionnel. 
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Sirine SOUALI-CRESPO 
 

Rôle de NR5A1 dans le destin des 
cellules de Sertoli foetales chez la 

souris 

 

 

Résumé 
Chez les mammifères le récepteur nucléaire NR5A1 (Steroidogenic Factor 1) est essentiel pour 
développement du testicule, dans lequel il est notamment exprimé par les cellules somatiques de 
soutien appelées cellules de Sertoli (CS). La mise en place de l’architecture testiculaire et plus 
globalement du tractus-urogénital, dépendent de signaux émanant des CS. Mon projet consiste à 
étudier le rôle de Nr5a1 dans les CS au cours du développement testiculaire. Pour cela j'ai analysé 
le phénotype des souris mâles dont le gène Nr5a1 est invalidé dans les CS après la différenciation 
sexuelle. Ces travaux ont montré qu’en l’absence de Nr5a1 les CS ne sont plus en mesure 
d’assurer leurs fonctions et que leur signature transcriptomique traduit un changement de leur 
identité. A terme, la totalité des CS invalidées pour Nr5a1 meurent ce qui nous a permis d’obtenir 
un modèle d’étude unique pour analyser le développement du testicule et du tractus-urogénital 
en l’absence de CS. Ensemble mes résultats permettent de mieux appréhender d’une part, le rôle 
de Nr5a1 dans le maintien de l’identité des CS et leur survie, et d’autre part de comprendre 
l’influence des CS sur les autres types cellulaires du testicule et sur le développement du tractus-
urogénital. 
 
Mots clés : souris, mutation, testicule, différenciation, NR5A1, Sertoli, Leydig, granulosa, 
anoïkis, précurseur gonadique, hermaphrodisme, dysgénésie testiculaire.  

 

Summary 
In mammals, the NR5A1 nuclear receptor (Steroidogenic Factor 1) is essential for the testis 
development, in which it is specifically expressed by the somatic supporting cells called Sertoli 
cells (SC). The establishment of the testicular architecture and more globally of the urogenital 
tract, depends on signals emanating from the SC. The goal of my project is to study the role of 
Nr5a1 gene in SC during testicular development. For this I analyzed the phenotype of male mice 
in which Nr5a1 gene is deleted in SC after sexual differentiation. This work shows that in the 
absence of Nr5a1, SC are no longer able to perform their functions effectively and that their 
transcriptomic signature reflects a change in their identity. Eventually, all of the SC invalidated 
for Nr5a1 die, which allowed us to obtain a unique model to analyze the development of the 
testis and the urogenital tract in the absence of SC. Taken together, these results allowed us to 
decipher the role of Nr5a1 in maintaining the identity and the survival of SC, as well as to 
understand the influence of SC on other cell types of the testis and on the development of the 
urogenital tract. 

Keywords: mice, mutation, testis, differentiation, NR5A1, Sertoli cells, Leydig cells, granulosa 
cells, anoikis, gonadal precursor, hemarphrodism, testicular dysgenesis.  


