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Résumé 
 

Le récepteur FXRα, décrit sous 4 formes chez l’homme, agit comme un facteur de transcription 
inductible capable de se lier à l’ADN sous la forme d’un hétérodimère avec le récepteur RXRα 
(Retinoid X Receptor α) pour réguler l’expression de gènes cibles. En contrôlant la 
transcription génique, le récepteur FXRα participe non seulement à la régulation du 
métabolisme des lipides et des glucides, mais aussi à la synthèse, au transport ainsi qu’à la 
détoxication des acides biliaires et de leurs métabolites. Il s’agit d’une fonction essentielle 
puisque la perte d’activité et/ou d’expression de ce récepteur, tout comme la hausse 
inappropriée des concentrations en acides biliaires, sont associées à des troubles de la 
prolifération et de l’apoptose décrits pour favoriser la transformation néoplasique 
notamment dans le foie et le colon.  

Récemment, les travaux de l’équipe et ceux d’autres laboratoires ont montré que le récepteur 
FXRα est exprimé dans le testicule humain dès le premier trimestre de la grossesse ainsi que 
dans les testicules fœtaux de souris, puis que son activité contrôle l’équilibre des cellules 
souches germinales dans ce tissu. La forte réduction de l’abondance de FXRα dans les 
échantillons de tumeurs germino-testiculaires (TGT) mise en évidence par l’équipe ainsi que 
l’identification d’une nouvelle isoforme de FXRα présente dans le foie et d’autres tissus 
comme le testicule, interrogent sur la participation de ce facteur à l’étiologie moléculaire de 
la maladie. 

Ces éléments fondent le projet scientifique qui vise à : i) étudier la fonction d’un nouveau 
variant de FXRα produit par l’épissage alternatif d’une partie de son domaine de liaison à 
l’ADN, et ii) de déterminer si les altérations d’expression et/ou de fonction des protéines FXRα 
affectent la biologie des cellules souches germinales (CSG) et participent à l’étiologie 
moléculaire des TGT. 

Les résultats du travail de thèse montrent que le variant FXRα1 excisé de son exon 5 (ΔEx5) 
est exprimé dans plusieurs tissus et lignées cellulaires humaines ainsi que chez la souris selon 
un profil superposable à celui des autres protéines FXRα. Par l’absence d’une partie de son 
domaine de liaison à l’ADN, ce variant n’est plus en mesure de se lier à sa séquence cible au 
niveau de l’ADN ni d’activer les réseaux transcriptionnels dépendants de FXRα. De plus, ce 
variant de FXRα semble exercer un léger effet dominant négatif sur l’activité transcriptionnelle 
de FXRα1 tout en présentant des capacités d’interaction différentes pour son partenaire RXRα 
pour mener à la perte de permissivité de ce dimère à transduire un signal via un mécanisme 
structurel encore inconnu.  

Collectivement, les résultats présentés dans ce mémoire ont mis en évidence un nouveau 
variant de FXRα qui reste encore à renseigner pour sa capacité à affiner la réponse adaptative 
et/ou métabolique induit par les acides biliaires. Toutefois, ces données contribueront à 
approfondir nos connaissances sur la façon dont les variants d’épissage peuvent adapter la 



fonction de FXRα dans les tissus, puis éclairer la participation de ce récepteur au contrôle de 
la biologie des CSG en lien avec les troubles de la fertilité et le développement des TGT. 

  



Abstract 
 

The FXRα receptor, described in 4 forms in humans, acts as an inducible transcription factor 
capable of binding to DNA as a heterodimer with the RXRα (Retinoid X Receptor α) to regulate 
the expression of target genes. By controlling gene transcription, the FXRα receptor is involved 
not only in the regulation of lipid and carbohydrate metabolism, but also in the synthesis, 
transport as well as detoxification of bile acids and their metabolites. This is an essential 
function since the loss of activity and/or expression of this receptor, as well as inappropriate 
increase in bile acid concentrations, are associated with proliferation and apoptosis disorders 
described to promote neoplastic transformation especially in the liver and colon.  

Recently, the work of our team and others has shown that the FXRα receptor is expressed in 
the human testis from the first trimester of pregnancy as well as in the mouse fetal testis, and 
that its activity controls the balance of germline stem cells in this tissue. The strong reduction 
of FXRα abundance in testicular germ cell tumors (TGCT) samples highlighted by the team as 
well as the identification of a new FXRα isoform present in the liver and other tissues such as 
the testis, raise questions about the participation of this factor in the molecular etiology of 
the disease. 

These elements are the basis of the scientific project which aims to: i) study the function of a 
new FXRα variant produced by the alternative splicing of a part of its DNA binding domain, 
and ii) determine if the alterations in expression and/or function of FXRα proteins affect the 
biology of germline stem cells (GSC) and participate to the molecular etiology of TGT. 

The results of the thesis work show that the FXRα1 variant spliced for its exon 5 (ΔEx5) is 
expressed in several human tissues and cell lines as well as in mice in similar a pattern than 
those described of FXR proteins. By the absence of part of its DNA-binding domain, this variant 
is no longer able to bind to its target sequence at the DNA level or to activate FXRα-dependent 
transcriptional networks. Furthermore, this FXRα variant appears to exert a slightly dominant 
negative effect on the transcriptional activity of FXRα1 while exhibiting different interaction 
capabilities for its partner RXRα to lead to the loss of permissiveness of this dimer to transduce 
a signal via a yet unknown structural mechanism.  

Collectively, the results presented in this thesis have highlighted a novel FXRα variant that has 
yet to be informed for its ability to fine-tune the adaptive and/or metabolic response induced 
by bile acids. However, these data will contribute to further improve our knowledge of how 
splice variants can fit FXRα functions in tissues and then shed light on the contribution of this 
receptor in the control of GSC biology with an impact on fertility disorders and TGT 
development. 
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1 CONTEXTE 

Les récepteurs nucléaires (RN) sont des facteurs de transcription activés par des ligands qui 

contrôlent l’expression de gènes cibles impliqués dans des processus biologiques divers tels 

que la reproduction, le développement ou le métabolisme. Ces protéines ont d’abord été 

reconnues comme médiateurs de la signalisation hormonale par les stéroïdes et ont établi un 

lien important entre la régulation transcriptionnelle et la physiologie. En 1985, Hollenberg et 

coll. clonèrent le premier RN, le récepteur aux glucocorticoïdes (GR) (Hollenberg et al. 1985). 

Cette découverte fut suivie de celle du récepteur aux œstrogènes (ER) en 1986 par l’équipe 

de Green et coll. (Green et al. 1986). Depuis, le clonage d’autres gènes codant pour des RN a 

mené à la découverte inattendue d’une multitude de récepteurs nucléaires présentant une 

forte similitude dans leur séquence. La comparaison des séquences a révélé un modèle 

évolutif conservé chez plusieurs espèces et a également mis en évidence des caractéristiques 

structurelles et fonctionnelles qui préfiguraient l’émergence d’une superfamille de récepteurs 

nucléaires (Zhao et al. 2015). Aujourd’hui, le génome humain contiendrait 48 membres de 

cette famille de facteurs de transcription (Chawla et al. 2001). Cette superfamille comprend 

non seulement les récepteurs endocriniens classiques qui régulent les actions des hormones 

stéroïdes, des hormones thyroïdiennes, des lipides ou des vitamines liposolubles A et D, mais 

aussi d’autres récepteurs nucléaires dits orphelins, dont les ligands sont actuellement 

inconnus. Les RN agissent la plupart du temps sous la forme d’homodimères ou 

d’hétérodimères obligatoires avec le récepteur aux rétinoïdes RXR (Retinoid X Receptor) bien 

qu’ils puissent parfois agir seuls en liant des séquences cibles de la chromatine sous la forme 

de monomère.  

2 PRESENTATION DE LA SUPERFAMILLE DES RECEPTEURS NUCLEAIRES 

2.1 CLASSIFICATION 

A ce jour, il est proposé que les RN dérivent de l’évolution d’un ancêtre commun. L’analyse de 

l’évolution phylogénétique des RN a mené à l’élaboration d’une classification officielle fondée 

sur la nomenclature du Nuclear Receptors Nomenclature Committee (« A Unified 



Gène Symbole Ligand endogène

Sous-famille 1

NR1A1 TRα Thyroxine
NR1A2 TRβ Thyroxine
NR1B1 RARα Acide rétinoique
NR1B2 RARβ Acide rétinoique
NR1B3 RARγ Acide rétinoïque
NR1C1 PPARα Acides gras
NR1C2 PPARδ Acides gras
NR1C3 PPARγ Acides gras
NR1D1 REV-ERBα Hème
NR1D2 REV-ERBβ Hème
NR1F1 RORα Oxystérols
NR1F2 RORβ Oxystérols
NR1F3 RORγ Oxystérols
NR1H2 LXRβ Oxystérols
NR1H3 LXRα Oxystérols
NR1H4 FXR Acides biliaires
NR1I1 VDR Vitamine D
NR1I2 PXR Xénobiotiques
NR1I3 CAR Xenobiotiques

Sous-famille 2

NR2A1 HNF4α
NR2A2 HNF4γ
NR2B1 RXRα Acide rétinoique 9-cis
NR2B2 RXRβ Acide rétinoique 9-cis
NR2B3 RXRγ
NR2C1 TR2
NR2C2 TR4
NR2E1 TLX
NR2E3 COUPTF1
NR2F1 COUPTF2
NR2F6 EAR2

Sous-famille 3

NR3A1 ERα Œstradiol
NR3A2 ERβ Œstradiol
NR3B1 ERRα
NR3B2 ERRβ
NR3B3 ERRγ
NR3C1 GR Glucorticoïdes
NR3C2 MR Minéralocorticoïdes
NR3C3 PR Progestatifs
NR3C4 AR Androgènes

Sous-famille 4
NR4A1 NGFIB
NR4A2 NURR1
NR4A3 NOR1

Sous-famille 5 NR5A1 SF-1
NR5A2 LRH-1

Sous-famille 6 NR6A1 GCNF

Sous-famille 7 NR0B1 DAX1
NR0B2 SHP

Table 1: Famille des récepteurs nucléaires.
Issu de Burris et coll. 2013 Pharmacol rev
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Nomenclature System for the Nuclear Receptor Superfamily » 1999). Elle repose sur la 

subdivision de la superfamille des RN en sept sous-familles numérotées de 0 à 6 (Table 1) : 

• Sous-groupe 0 : Ce groupe comprend les RN atypiques Dosage Sensitive Sex reversal-

Adrenal hypoplasia Critical Region On The X Chromosome Protein 1, DAX-1 (NR0B1) et 

Small Heterodimer Partner, SHP (NR0B2). Ils sont caractérisés par une absence de 

domaine de liaison à l’ADN (DBD) dans leur structure et par une activité répressive 

constitutive (Wongi Seol, Choi, et Moore 1996).  

• Sous-groupe 1 : Cette grande famille est composée notamment des récepteurs aux 

hormones thyroïdiennes (Thyroid Hormone Receptor α et β, THRA et THRB ; NR1A1, 

NR1A2), des récepteurs à l’acide rétinoïque (Retinoic Acid Receptor α, β et γ, RARs : 

NR1B1, NR1B2 et NR1B3), des récepteurs à la vitamine D (Vitamin D Receptor , VDR ; 

NR1I1), des récepteurs activés par les proliférateurs de péroxysomes (Peroxisome 

Proliferator Activated Receptor α, Δ et γ, PPARs ; NR1C1, NR1C2 et NR1C3) ainsi que 

de différents récepteurs orphelins récemment adoptés depuis l’identification de leurs 

ligands. L’activité de ces récepteurs est régulée par des molécules de signalisation 

lipophiles comprenant les hormones thyroïdiennes, des acides gras, des acides biliaires 

et des stérols. 

• Sous-groupe 2 : Cette troisième sous-famille contient des récepteurs tels que les 

récepteurs à l’acide 9-cis rétinoïque (Retinoid X Receptor RXR α, β et γ ; NR2B1, NR2B2 

et NR2B3), les récepteurs Chicken Ovalbumin Upstream Promoter 1 et 2 (COUP‐TF1 

et 2 ; NR2F1 et NR2F2), le facteur nucléaire hépatocytaire 4 (HNF4 ; NR2A1), les 

récepteurs testiculaires (Testicular Nuclear Receptor 2 et 4, TR2/4 ; NR2C1 et NR2C2) 

ainsi que des récepteurs impliqués dans le développement (T Cell Leukemia 

Homeobox, TLX (NR2E1) et Photoreceptor-Specific Nuclear Receptor, PNR (NR2E3)). Le 

récepteur RXR joue un rôle très important dans la famille des RN car il est le partenaire 

privilégié dans la formation de complexes hétérodimériques avec d’autres membres 

de cette superfamille (Schräder et al. 1993). 

• Sous-groupe 3 : Ce groupe comprend les récepteurs stéroïdiens ainsi que les 

récepteurs orphelins apparentés aux œstrogènes (Estrogen Related Receptor α, β et γ 

ERR ; NR3B1, NR3B2 et NR3B3). La famille inclut le récepteur aux androgènes 

(Androgen Receptor, AR ; NR3C4), le récepteur à la progestérone (Progesterone 



Figure 1 : Structure des récepteurs nucléaires.
Les récepteurs nucléaires sont divisés en quatre domaines principaux : une région amino-
terminale dotée d’une fonction activatrice AF-1, un domaine de liaison à l'ADN (DBD), un
domaine charnière suivi d’un domaine de liaison du ligand (LBD), contenant la fonction
activatrice AF-2, situé à l'extrémité carboxy-terminale. ADN : Acide Désoxyribonucléique ; AF :
Activating Function ; DBD : DNA Binding Domain ; LBD : Ligand Binding Domain.

Domaine N-terminal Domaine de 
liaison à l’ADN

(DBD)

Domaine de liaison du ligand (LBD)Domaine 
charnière

Poche de liaison du 
ligand

ADN

Fonction d’activation 
AF-2

AF-2AF-1
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Receptor, PR ; NR3C3), le récepteur aux œstrogènes (Estrogen Receptor α et β, ER ; 

NR3A1 et NR3A2), le récepteur aux glucocorticoïdes (Glucocorticoid Receptor, GR ; 

NR3C1) et le récepteur aux minéralocorticoïdes (Mineralocorticoid Receptor, MR ; 

NR3C2). 

• Sous-groupe 4 : Il contient les récepteurs nucléaires orphelins Nerve Growth Factor IB 

NGF1-B (NR4A1), Nurr Related Protein-1 NURR1 (NR4A2) et Neuron-Derived Orphan 

Receptor 1 NOR-1 (NR4A3) qui jouent un rôle important dans le maintien de 

l’homéostasie cellulaire, dans les pathologies inflammatoires et le cancer (Safe et al. 

2016). 

• Sous-groupe 5 : Cette sous famille contient le facteur stéroïdogène 1 (Steroidogenic 

Factor 1, SF-1 ; NR5A1) et le récepteur hépatique Homolog-1 (Liver Receptor Homolog-

1, LRH-1 ; NR5A2), deux récepteurs impliqués dans le développement et le 

métabolisme (Fayard, Auwerx, et Schoonjans 2004; Bashamboo et McElreavey 2010). 

• Sous-groupe 6 : Il ne contient qu’un seul récepteur, le facteur nucléaire des cellules 

germinales Germ Cell Nuclear Factor (GCNF ; NR6A1), un récepteur orphelin qui joue 

un rôle essentiel dans le développement (Lei et al. 1997). Il ne possède pas de fonction 

activatrice (AF) et est connu pour son action répressive (Greschik et Schüle 1998).  

2.2 STRUCTURE MODULAIRE DES RN 

La structure des récepteurs nucléaires peut être présentée en domaines fonctionnels dont 

chacun joue un rôle spécifique dans la fonction des récepteurs. Un RN typique est formé d’une 

région amino-terminale variable qui correspond au domaine de transactivation A/B, suivie 

d’un domaine fortement conservé de liaison à l'ADN (DBD), d’un domaine charnière qui 

apporte de la flexibilité au domaine de liaison du ligand (LBD) situé à l'extrémité carboxy-

terminale (P. Huang, Chandra, et Rastinejad 2010) (Figure 1). 

2.2.1 Domaine N-terminal 

Au sein des membres de la famille des RN, le domaine situé à l’extrémité N-terminale est très 

peu conservé et présente la plus grande disparité de taille et de séquence. Il contient une 

région dotée d’une fonction activatrice AF-1 (Activating Function) constitutive qui coopère 

avec une seconde région AF-2 inductible du domaine carboxyterminal pour réguler la 



Figure 2 : Structure du domaine de liaison à l’ADN du récepteur aux œstrogènes ER
Le domaine de liaison à l’ADN est formé de deux hélices α et contient deux motifs en doigts de
zinc. A) Les motifs en doigts de zinc sont formés d’un atome de zinc entouré par quatre résidus
cystéines (ocre). Les résidus présents dans la boite proximale (boite P) du premier doigt de
zinc, reconnaissent et fixent spécifiquement l’élément de réponse à l’ADN. Les résidus de la
boite distale (boite D) interviennent dans la dimérisation et l’espacement entre les deux demi-
sites de l’élément de réponse. Les deux résidus uniques au récepteur ERα sont colorés en
rouge. Le premier ion zinc est représenté par une petite sphère dorée tandis que le second est
représenté en bleu. B) Les régions des structures secondaires sont schématisées : les coudes
(gris), hélice α (cylindre rose) et feuillets β (flèche jaune), reposent sur la double hélice d’ADN
(Bleu). Issu de May EB, 2014 Cancer Manag Res.

A

B
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transcription via le recrutement de modulateurs transcriptionnels (Bevan et al. 1999). 

L’hétérogénéité du domaine N-terminal explique en partie les modes d’actions spécifiques 

propres à chacun des récepteurs par la variabilité des cofacteurs qu’il peut fixer ainsi que 

diverses modifications post-traductionnelles dont il peut faire l’objet. En outre, ce domaine 

effectue de nombreuses interactions avec les protéines associées à la machinerie 

transcriptionnelle de base, notamment l’ARN polymérase 2 et les facteurs généraux de la 

transcription (TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH). 

2.2.2 Domaine de liaison à l’ADN (DBD) 

Le domaine de liaison à l’ADN (DBD), le plus conservé des domaines des RN, confère la 

capacité de reconnaître et de lier des séquences cibles spécifiques de l’ADN, les éléments de 

réponses aux hormones (HRE), afin d’adapter le niveau d’expression des gènes. Les HRE situés 

dans les promoteurs de gènes cibles sont généralement constitués de deux demi-sites 

composés de 6 nucléotides (ou paires de bases). L’HRE pour un récepteur donné est déterminé 

par l’orientation et la composition de la séquence nucléotidique des demi-sites ainsi que par 

l’espacement entre ces derniers (Evans et Mangelsdorf 2014; Cotnoir-White, Laperrière, et 

Mader 2011). Pour les récepteurs nucléaires, les demi-sites sont reconnus par des séquences 

d’acides aminés très conservées du DBD qui constituent deux sous-domaines contenants 

chacun quatre résidus de cystéine associés à un ion de zinc pour créer un motif en « doigt de 

zinc » (Figure 2). Les deux doigts de zinc portent chacun une séquence de 5 acides aminés, 

dénommées les boites P et D. La boîte P est la partie fortement conservée du premier doigt 

de zinc et détermine la spécificité de liaison entre l’HRE et le récepteur. Étonnamment, un seul 

changement d’acide aminé dans la boîte P peut entraver la sélectivité pour les éléments de 

réponse (Zilliacus et al. 1995). Le second doigt de zinc quant à lui porte la boite D qui régit les 

interactions nécessaires à la dimérisation du récepteur ainsi que l’espacement entre les deux 

demi-sites. L’hélice à la fin du deuxième doigt de zinc, appelée extension carboxy-terminale 

(CTE), est responsable d’interactions supplémentaires moins spécifiques avec l’ADN. En effet 

selon le type de récepteur, le CTE joue un rôle dans la reconnaissance de séquences et/ou la 

dimérisation (Helsen et al. 2012). 
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Les études menées in vitro avec des versions tronquées des récepteurs ont indiqué que les 

deux doigts de zinc sont insuffisants pour la liaison de forte affinité et la spécificité 

d’interaction avec l’ADN. En effet, il a été démontré que le CTE situé en aval du second doigt 

de zinc joue un rôle crucial bien que moins conservé (Schoenmakers et al. 1999). Pour les 

récepteurs stéroïdiens, le CTE semble étendre l’interface protéine-ADN en liant le sillon 

mineur 5′ de l’élément de réponse (Roemer et al. 2006). Pour les récepteurs se dimérisant 

avec le récepteur RXR, les hélices du CTE peuvent former des interfaces de dimérisation 

supplémentaires, responsables de l’espacement entre les partenaires (Rastinejad et al. 1995; 

M. S. Lee et al. 1994) ou contribuer à l’interaction avec l’ADN (Chandra et al. 2008). Enfin, pour 

les récepteurs qui peuvent lier l’ADN en tant que monomères, des hélices supplémentaires 

dans le CTE prolongent également la surface d’interaction avec l’ADN, expliquant ainsi 

pourquoi ces récepteurs reconnaissent des éléments de réponse plus grands que le demi-site 

de AGGTCA (Gearhart et al. 2003). 

2.2.3 Domaine charnière  

La séquence et la taille de cette région sont les moins bien conservées au sein de la 

superfamille des RN. Cette région offre une liberté de rotation entre le DBD et le site de liaison 

du ligand, permettant au récepteur d’adopter différentes conformations et de modifier ses 

capacités d’interactions moléculaires. Cette zone charnière intervient également dans le trafic 

nucléo-cytoplasmique de certains récepteurs par la présence d’un signal de localisation 

nucléaire (Daniel et al. 2010; Haelens et al. 2007).  

Outre son rôle dans la conformation spatiale des récepteurs, des études montrent aujourd’hui 

que son intégrité est indispensable à leur fonctionnement et que des modifications post-

traductionnelles peuvent en moduler l’activité (C. Wang et al. 2001; Delmotte et al. 1999; 

Pourcet et al. 2010; Yanqiao Zhang, Kast-Woelbern, et Edwards 2003). 

2.2.4 Domaine de liaison aux ligands (LBD)  

Les études de cristallographie du domaine de liaison du ligand (LBD) réalisées pour plusieurs 

RN ont démontré que la structure globale de ce domaine présentait de nombreuses similarités 

suggérant une structure canonique pour les différents membres de la superfamille (Moras et 

Gronemeyer 1998). Le LBD, moins conservé que le DBD, est fonctionnellement complexe car 



Figure 3 : Les récepteurs nucléaires lient l’ADN en homodimères, hétérodimères ou
monomères
Les récepteurs stéroïdes lient au niveau de l’ADN des éléments de réponse hormonaux (HRE)
de type IR-3 sous la forme d’homodimères. Les autres récepteurs nucléaires peuvent lier l’ADN
en tant qu’hétérodimère avec RXR sur des HRE de type DR, ER ou IR, en homodimères sur des
DR ou en monomères sur un seul demi-site.

Répétition inversée
IR3

Répétition directe (DR)

Répétition en miroir (ER)
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Récepteurs aux hormones stéroïdes Hétérodimères RXR

Homodimères Monomères



13 

 

il dirige la dimérisation du récepteur, ses interactions avec les protéines de choc thermiques 

(HSP, heat shock protein), la liaison du ligand ainsi que sa fonction activatrice (AF-2) inductible. 

 Le LBD contient trois régions fonctionnellement liées :  

• une surface de dimérisation, qui autorise l’interaction avec les LBD des autres 

récepteurs partenaires,  

• une région d’activation AF-2, qui contrôle l’activité trans-régulatrice ligand-

dépendante du récepteur via le recrutement de coactivateurs  et de 

corépresseurs (Moras et Gronemeyer 1998).  

• une cavité constituant la poche de liaison du ligand (Ligand Binding Pocket, 

LBP), dont la taille varie selon les RN permettant le recrutement de ligands de 

taille plus moins importantes (Uppenberg et al. 1998). 

2.3 MONOMERES, HOMODIMERES ET HETERODIMERES 

Les récepteurs nucléaires peuvent se lier à l’ADN sous une forme monomérique, 

homodimérique ou encore hétérodimérique avec le récepteur RXR (Figure 3). Les 

homodimères sont majoritairement représentés par les récepteurs stéroïdes. La première 

étude caractérisant un hétérodimère a été menée sur RARα-RXRα (Bourguet et al. 2000). Elle 

a révélé que l'interface d'hétérodimérisation est topologiquement identique à l'interface 

d'homodimérisation observée pour les récepteurs RXR, ER et pour les LBD de PPARγ. 

Cependant, la surface de contact interne entre les LBD des deux partenaires est inférieure à 

celle observée chez les homodimères comme ER. Une interaction plus faible au sein des 

hétérodimères RXR peut permettre à ce dernier de se lier à différents partenaires (Rastinejad 

et al. 1995; Chandra et al. 2008). Une autre propriété intéressante de l’hétérodimère RXR est 

que, hormis les récepteurs orphelins NGFI-B, les partenaires sont tous ligand-dépendants. 

Pour les récepteurs orphelins où de tels ligands n’ont pas été identifiés, les preuves 

structurelles, biochimiques et physiologiques indiquent que la poche de liaison du ligand n’a 

pas été identifiée ou est occupée continuellement par un lipide (Wisely et al. 2002), 

phospholipide (Krylova et al. 2005) ou molécule hydrophobe comme l’hème (Raghuram et al. 

2007).  
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Une autre caractéristique de l’hétérodimère correspond à son potentiel d’être activé par le 

ligand de RXR et/ou celui du récepteur partenaire. On peut de ce fait diviser ces situations en 

deux catégories : les hétérodimères permissifs et non permissifs (Kurokawa et al. 1993). Les 

hétérodimères permissifs ont la propriété d’être activés aussi bien par des ligands de RXR que 

ceux de son partenaire, tandis que les hétérodimères non permissifs peuvent être activés 

uniquement par le ligand du partenaire. Une caractéristique importante des partenaires 

récepteurs permissifs (ex : Liver X Receptor (LXR ; NR1H3), Farnesoid X Receptor (FXR ;NR1H4), 

Pregnane X Receptor (PXR ; NR1I2)) est que la présence simultanée des ligands de RXR et de 

son partenaire donne lieu à une réponse additive voire synergique (Leblanc et Stunnenberg 

1995). A l’inverse, en réduisant au silence l’activité liée à l’activation de RXR et en ne 

répondant qu’à leurs propres ligands, les partenaires non permissifs (ex : THR, VDR, RAR) 

permettent une régulation transcriptionnelle plus fine, uniquement proportionnelle à la 

concentration de leur ligand (Shulman et Mangelsdorf 2005). 

3 MECANISMES D’ACTION DES RN 

Les RN sont des facteurs de transcription qui contrôlent l’expression génique via divers 

mécanismes d’activation et de répression au niveau des promoteurs des gènes cibles. 

L’activité des RN dépend de leurs interactions avec un réseau dynamique de différentes 

protéines impliquées dans le contrôle de la transcription basale, de la corégulation 

(corépresseurs et coactivateurs), et des modifications de la chromatine dont les régulateurs 

peuvent également modifier de façon post-traductionnelle les RN. L’implication de ces 

nombreux facteurs rend la signalisation des RN remarquablement complexe d’autant que ces 

nombreuses protéines corégulatrices dictent des réponses transcriptionnelles spécifiques aux 

cellules pour un récepteur donné. La modulation de la transcription génique peut également 

dépendre d’interrelations entre les différents membres de la famille des récepteurs parfois 

impliqués dans les mêmes voies de signalisation et pouvant réguler leur propre expression par 

des mécanismes de rétrocontrôles (pour revue (De Bosscher et al. 2020)). 

En complément, certaines hormones exercent des actions rapides au niveau cellulaire via les 

RN indépendamment de leur rôle de facteur de transcription. Ces signalisations impliquant les 

RN par des mécanismes d’action dits « non génomiques » modulent notamment l’activité de 



Figure 4 : Classification des récepteurs nucléaires selon le type de ligand
Les récepteurs nucléaires interagissent avec une diversité de ligands. Les récepteurs
endocrines sont activés par des hormones stéroïdes, les récepteurs orphelins adoptés,
répondent à divers ligands d’origine lipidique et les récepteurs orphelins dont les ligands sont
actuellement inconnus.
AR : Androgen Receptor ; CAR : Constitutive Androstane Receptor ; COUP-TF : Chicken
Ovalbumin Upstream Promoter-Transcription Factor ; DAX-1 : Dosage-sensitive sex reversal-
Adrenal hypoplasia congenita critical region on the X chromosome, gene 1 ; ER : Estrogen
Receptor ; ERR : Estrogen-Related Receptor ; FXR : Farnesoid X Receptor ; GCNF : Germ Cell
Nuclear factor ; GR : Glucocorticoid Receptor ; HNF-4 : Hepatocyte nuclear factor-4 ; LRH-1 :
Liver Receptor Homolog-1 ; LXR : Liver X Receptor ; MR : Mineralocorticoid Receptor ; NGFI-B :
Nerve Growth Factor IB-like receptor ; PNR : Photoreceptor-specific Nuclear Receptor ; PPAR :
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor ; PR : Progesterone Receptor ; PXR : Pregnane X
Receptor ; RAR : Retinoic Acid Receptor ; ROR : RAR-related Orphan Receptor ; RXR : Retinoid X
Receptor ; SF-1 : Steroidogenic Factor-1 ; SHP : Small Heterodimer Partner ; TLX : Tailless
homolog ; THR : Thyroid Hormone Receptor ; TR2,4 : Testicular orphan Receptor 2,4 ; VDR :
Vitamin D Receptor. Adapté de Chawla et coll. 2001 Science
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canaux ioniques, de kinases, phosphatases et autres enzymes dans différents types cellulaires 

(pour revue (Lösel et Wehling 2003). Par conséquent, les RN fournissent un modèle 

intéressant pour comprendre comment l’intégration des signaux peut être coordonnée pour 

obtenir des profils spécifiques d’expression génique.  

3.1 EFFETS GENOMIQUES DES RN 

3.1.1 Ligands des RN 

3.1.1.1 Ligands endogènes et exogènes 

Les ligands jouent un rôle prédominant bien que leur disponibilité représente un paramètre 

limitant dans l’activité des RN (Figure 4). Les ligands des RN, qui sont de nature lipophile, 

diffusent librement au travers des membranes biologiques pour interagir avec des récepteurs 

intracellulaires. Les RN stéroïdes par exemple régulent l’expression des gènes sous une forme 

homodimérique après liaison d’hormones endocrines circulantes qui sont synthétisées par les 

tissus stéroïdogènes dont les activités sont contrôlées par l’axe hypothalamo-hypophysaire. 

En revanche, les récepteurs PPAR et LXR sont des RN hétérodimériques qui sont 

principalement, ou exclusivement régulés par des ligands paracrines. D’autres ligands sont 

synthétisés de novo dans la cellule cible et exercent leur rôle uniquement au niveau 

intracellulaire, on parle alors d’un mode d’action intracrine. Ce mode d’action constitue 

probablement une raison majeure pour laquelle les ligands endogènes de plusieurs récepteurs 

orphelins n’ont pu être identifiés. 

Bien que les RN soient modulés par divers ligands physiologiques endogènes, ils peuvent 

également l’être par des molécules étrangères à l’organisme. Il peut s’agir de ligands 

synthétiques développés pour l’étude des RN, de molécules médicamenteuses ou de 

perturbateurs endocriniens (Gronemeyer, Gustafsson, et Laudet 2004; Fernandez 2018; 

Casals-Casas et Desvergne 2011).  

3.1.1.2 Activités agonistes et antagonistes des ligands 

Le postulat de base concernant l’action des ligands stipule qu’un agoniste mime l’action d’un 

ligand naturel en accédant à la poche de liaison du ligand ce qui cause un changement 

conformationnel du récepteur lui permettant d’activer la transcription de gènes cibles en 
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recrutant ses protéines coactivatrices. Un antagoniste quant à lui empêche l’action de 

l’agoniste en liant la poche de liaison du ligand (l’antagoniste se lie donc au récepteur mais ne 

provoque pas de réponse). Selon sa capacité à bloquer l’action d’un agoniste, on distinguera 

les antagonistes compétitifs et non compétitifs. Pour l’antagoniste compétitif, l’augmentation 

de la concentration d’agoniste activera de nouveau le RN. En revanche, l’antagoniste non 

compétitif liera le RN avec une très forte affinité (ou liaison covalente) ce qui ne permettra 

plus à l’agoniste d’activer le RN malgré des quantités croissantes. Un agoniste inverse est un 

agent qui interagit avec le récepteur mais produit l'effet pharmacologique opposé à l’agoniste. 

En favorisant une conformation permettant le recrutant de protéines corépressives par le RN, 

l’agoniste inverse exerce un effet inhibiteur en s‘opposant à l'effet basal 

constitutionnellement actif du RN. Il existe des agonistes inverses complets, qui inhibent toute 

l'activité constitutive et des agonistes inverses partiels, qui n'inhibent qu'une partie de cette 

activité en bloquant la liaison de l’agoniste au LBD et ainsi en empêchant l’agoniste d’activer 

son récepteur. Inversement, de nombreux antagonistes peuvent afficher une activité agoniste 

inverse, où la liaison du ligand augmente le recrutement de cofacteurs corépresseurs 

conduisant à la répression active de la transcription. 

Les ligands des RN peuvent présenter des mécanismes d’action complexes. En effet, certaines 

molécules montrent des activités agonistes ou antagonistes selon le tissu. Ces différences 

s’observent par exemple pour le tamoxifène, un antiœstrogène prescrit dans le cancer du sein. 

Cette molécule a la propriété d’agir comme antagoniste des récepteurs aux œstrogènes dans 

les cellules mammaires tandis qu’elle agit comme agoniste dans l’endomètre et le tissu osseux 

(Hol et al. 1997). La spécificité d’action tissulaire peut dépendre de divers facteurs comme la 

présence d’isoformes du RN aux propriétés spécifiques ou de différentes protéines 

régulatrices disponibles au sein de la cellule (Y. Shang et al. 2000; Kojetin et al. 2008). D’autres 

mécanismes propres à la cellule peuvent intervenir comme la présence de certaines protéines 

corégulatrices qui contrôlent les modifications post-traductionnelles de certains résidus pour 

moduler l’activité, la localisation et/ou la stabilité des récepteurs en réponse aux ligands (cf 

Modulation de l’activité des RN par les modifications post-traductionnelles p16) (Choi et al. 

2010).  
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3.1.2 Eléments de réponse aux hormones 

Les régions d'ADN 5’ régulatrices en amont du gène contenant des séquences promotrices 

appelées promoteurs contiennent des séquences d'ADN spécifiques (boite TATA) de liaison 

pour l’ARN polymérase II et des éléments de réponse (HRE) pour le RN qui permet d’initier la 

transcription. Les séquences enhancers et silencers situées en amont ou en aval du promoteur 

ont la faculté de stimuler ou diminuer son activité. Elles participent à la régulation de la 

transcription en liant aussi les RN et les protéines corégulatrices incluant les protéines de 

modification de la chromatine. Les récepteurs nucléaires se lient aux HRE dans les promoteurs 

de gènes cibles pour activer la transcription en présence de l’ARN polymérase et des facteurs 

de transcription généraux du complexe pré-initiateur. Bien que ces éléments de réponse 

soient trouvés majoritairement dans les régions promotrices, des HRE sont retrouvés dans les 

régions régulatrices d’amplification (enhancers) ce qui permet en plus aux RN de réguler le 

taux de la transcription au sein de complexe associant des protéines corégulatrices et des 

protéines de modification de la chromatine attestant d’un autre mode de régulation de la 

transcription médiée par les RN (Honkakoski et al. 1998; Kan, Georgopoulos, et Zannis 2000). 

Les deux demi-sites de 6 paires de bases composant les HRE sont orientés en répétitions 

directes (Direct Repeat, DR), inversées (Inverted Repeat, IR) ou en miroir (Everted Repeat, ER). 

Deux motifs consensus ont été identifiés : AGAACA, préférentiellement reconnus par le 

groupe des RN stéroïdes (à l’exception du récepteur ER qui lie la séquence AGGTCA) alors que 

AGGTCA est un motif lié par les autres RN de la superfamille (Beato, Herrlich, et Schütz 1995). 

Pour les récepteurs monomériques, comme LRH-1 et SF-1, un seul demi-site AGG/TTCA est 

précédé d’une région 5’ riche en bases A/T (Gearhart et al. 2003; Giguère, McBroom, et Flock 

1995; Eriksson et Nilsson 1999). L’HRE pour un récepteur donné est par conséquent déterminé 

par l’orientation et la séquence nucléotidique des demi-sites ainsi que par l’espacement entre 

les deux (Evans et Mangelsdorf 2014; Cotnoir-White, Laperrière, et Mader 2011).  

Les propriétés de liaison des RN à leurs éléments de réponse a permis de les ordonner en 4 

groupes (Figure 3) : 

 Les récepteurs d’hormones stéroïdes (AR, ER, GR, MR et PR) : ils fonctionnent en 

homodimères et lient les éléments de réponse de type IR-3 (répétitions inversées 

séparées par 3 nucléotides). 



Figure 5 : Principaux complexes coactivateurs et corépresseurs associés aux récepteurs
nucléaires pour réguler la transcription.
Les cofacteurs coactivateurs (vert) incluent des facteurs de remodelage de la chromatine, des
histones méthyltransférases, histones acétyltransférases, des facteurs impliqués dans la
maturation des ARN et les médiateurs des interactions avec la machinerie transcriptionnelle.
Les cofacteurs corépresseurs (rouge) regroupent des facteurs de remodelage de la chromatine,
des corépresseurs généraux qui recrutent des enzymes à activité désacétylase et des
corépresseurs spécifiques qui mobilisent d’autres complexes répresseurs en réponse au ligand.
Issu de Perissi et coll. 2005, Nat Rev Mol Cell Biol.
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 Les récepteurs nucléaires qui agissent en hétérodimères avec RXR : il s’agit 

notamment des récepteurs LXR, FXR, RAR, PXR, Constitutive Androstane Receptor 

(CAR ; NR1I3), VDR et THR. Ils se lient généralement à des éléments de réponse de 

type DR (répétitions directes séparées par un nombre variable de nucléotides), mais 

d’autres types d’éléments de réponse sont également décrits. 

 Les récepteurs nucléaires hormonaux non stéroïdes qui fonctionnent également 

comme homodimères tels que RXR, HNF4 ou COUP-TF et lient généralement des 

motifs de type DR. 

 Les récepteurs nucléaires qui fonctionnent en monomères et lient un seul motif. Cette 

classe comprend les récepteurs NGF1-B, NURR1, SF-1 et LRH-1.  

 

Quand un RN est lié à un HRE, il peut activer ou réprimer la transcription selon notamment la 

nature du ligand, l’organisation du promoteur, le contexte cellulaire ou le type d’élément de 

réponse. Le récepteur aux glucocorticoïdes (GR) par exemple a la capacité d’activer ou 

réprimer la transcription selon le type de HRE auquel il se lie. Ces éléments de réponse GRE, 

dits « positifs » (+GRE) ou « négatifs » (nGRE) seront décrits dans la section Répression 

transcriptionnelle page 21.   

Un autre exemple d’activation dépendante du contexte a été démontré pour le RN Liver-X-

Receptor (LXR). LXR active la transcription lorsqu’il est lié en hétérodimère avec RXR à une 

répétition directe contenant la séquence AGTTCA espacée par 4 paires de base (élément LXR). 

Toutefois, le complexe LXR/RXR est incapable d’activer la transcription lorsqu’il est lié à un 

élément DR4 contenant le motif nucléotidique AGGTCA même si l’hétérodimère LXR/RXR peut 

se lier aux 2 séquences avec des affinités similaires (Willy et al. 1995; Willy et Mangelsdorf 

1997). Ainsi, les HRE peuvent affecter considérablement la fonction du récepteur en imposant 

des contraintes spécifiques pour sa liaison au niveau de la chromatine, puis pour le 

recrutement de ses protéines corégulatrices activatrices ou répressives. 

3.1.3 Cofacteurs des RN 

Après leur liaison à l’ADN, les RN offrent de nombreuses surfaces d’interaction leur 

permettant de recruter une variété de protéines connues sous le nom de corégulateurs. À ce 

jour, il existe plus de 200 protéines corégulatrices différentes, classées en deux catégories 



Figure 6 : Mécanismes généraux d’activation et de répression de la transcription par les
récepteurs nucléaires
A) Lors d’une activation de la transcription, les récepteurs nucléaires liés à leurs éléments de
réponse à l’ADN, recrutent des complexes protéiques coactivateurs qui en retour mobilisent
des enzymes de modification des histones. Ces enzymes sont des histones acétyltransférases
qui attachent des groupements acétyles au niveau des lysines de la partie amino-terminale des
histones (queues d’histones), structurant la chromatine sous sa forme active. L’ouverture de la
chromatine permet le recrutement de la machinerie transcriptionnelle générale initiant la
transcription des gènes. B) Pour réprimer la transcription, les récepteurs nucléaires recrutent
des complexes protéiques corépresseurs qui mobilisent des histones désacétylases. Ces
enzymes vont retirer les marques acétyles d’histone entraînant la compaction de la
chromatine. La conformation inactive de la chromatine empêche l’accès à l’ADN de la
machinerie transcriptionnelle générale réprimant ainsi l’expression des gènes.
Adapté de Weikum et coll. 2018 Protein Sci
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principales : les coactivateurs et les corépresseurs (Figure 5). Ils interagissent avec les RN pour 

une grande majorité au niveau des régions AF-1 et AF-2. Plusieurs  protéines coactivatrices se 

lient à la surface AF-2 du domaine LBD des RN par l’intermédiaire d’un motif court d’acides 

aminés, LXXLL où 3 résidus leucines (L) sont associés à 2 autres acides aminées (X)- (Heery et 

al. 1997). Les corépresseurs quant à eux contiennent un motif conservé appelé boîte 

Corepressor Nuclear Receptor (Co-RNR) organisé autour de la séquence L/IXXI/VI ou 

LXXXI/LXXXI/L où X- correspond à des acides aminés autres que la leucine (L), l’isoleucine (I) 

et la valine (V)  (X. Hu et Lazar 1999).  

Des études sur les mécanismes de silencing ont conduit à l’identification de différentes 

familles de corégulateurs qui se lient aux récepteurs en absence et présence d’hormones. Les 

protéines Silencing Mediator of Retinoid and Thyroid receptors (SMRT) et Nuclear receptor Co-

Repressor (N-CoR) par exemple sont des protéines homologues qui régissent l’effet répressif 

des RN non liés à leur ligand grâce au recrutement des complexes d’histones déacétylases 

(Nagy et al. 1997; Heinzel et al. 1997). En revanche, le complexe Creb Binding Protein 

(CBP)/p300, le CBP/p300-Associated Factor (PCAF) et les membres de la famille p160 

possèdent une activité intrinsèque d’histone acétyltransférase (HAT) potentialisant l’activité 

transcriptionnelle des récepteurs liés au ligand (Blanco et al. 1998; H. Chen et al. 1997). Ces 

données réunies mettent en évidence que l’activité des corégulateurs est liée au mécanisme 

d’action des RN en régulant leur activité transactivatrice ou transrépressive, en présence ou 

non de leur ligand. 

3.1.4 Modulation de la structure chromatinienne et RN 

L’organisation de l’ADN en chromatine des génomes eucaryotes induit des contraintes dans 

la régulation de l’expression génique (Khorasanizadeh 2004) (Figure 6). En effet, la structure 

de la chromatine influe sur la transcription en limitant l’accès des séquences promotrices à la 

machinerie transcriptionnelle et en organisant l'information génomique pour établir une 

régulation coordonnée de l'expression du génome (Perkins, Hallett, et Glass 2004). Par 

exemple, les régions de l’euchromatine des génomes eucaryotes présentent une 

hyperacétylation des histones, contrairement aux régions d’hétérochromatine 

transcriptionnellement inactives qui sont hypoacétylées (A. Vaquero, Loyola, et Reinberg 

2003). Bon nombre de changements dans la structure de la chromatine par les facteurs de 

transcription impliquent des modèles complexes de modifications d’histones par des enzymes 



Figure 7 : Mécanismes d'action des récepteurs nucléaires. 
Les récepteurs nucléaires présentent 3 classes de mécanismes distincts. A) Les récepteurs
stéroïdes sont associés aux protéines de choc thermique (HSP) dans le cytosol ou le noyau. La
fixation de l’hormone stéroïde déclenche la dissociation des récepteurs et des HSP puis la
translocation du récepteur à son élément de réponse à l’ADN situé dans le promoteur de ses
gènes cibles (HRE). B) Les récepteurs formant des hétérodimères avec RXR sont
constitutivement liés à leur élément de réponse à l’ADN. La liaison du ligand du partenaire ou
de RXR déclenche la transcription des hétérodimères permissifs, tandis que les deux ligands
sont nécessaires à l’activation des hétérodimères non permissifs. C) Les récepteurs nucléaires
monomériques agissent seuls en réponse à des signaux variés. Il s’agit souvent de récepteurs
orphelins. GPCR : G-protein-coupled receptor; HSP : Heat Shock Protein ; MAPK : mitogen-
activated protein kinase; PKA : cAMP-dependent protein kinase ; RXR : Retinoid X Receptor.
Adapté de Glass CK et coll. 2006 Nat Rev Immunol 
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telles que les acétyltransférases d’histone (HAT), les méthyltransférases d’histone et les 

kinases. Toutes ces modifications de la chromatine ont conduit à la mise en place d’un code 

histone suggérant que des combinaisons spécifiques de modifications covalentes d’histones 

déterminent les réponses transcriptionnelles spécifiques et, par conséquent, des fonctions 

cellulaires (Strahl et Allis 2000). Ainsi, les histones sont des cibles cruciales pour les activités 

enzymatiques de cofacteurs recrutés par les RN. 

En recrutant les histones désacétylases (HDAC), les complexes corépresseurs induisent quant 

à eux la compaction de la chromatine, puis la transrépression des gènes en favorisant le retrait 

des groupes acétyles au niveau des résidus lysines de l’extrémité amino-terminale des 

histones. La liaison du ligand au niveau de la poche du domaine LBD engendre le relargage du 

complexe corépresseur et le recrutement de protéines coactivatrices capables d’interagir par 

leur motif LXXLL avec la région du domaine AF-2 du RN. Plusieurs protéines du complexe 

coactivateur possèdent une activité HAT qui permet de relâcher la structure de la chromatine 

et de la rendre dans un état compatible à l’activation de la transcription génique. En plus de 

l’acétylation, d’autres modifications post-trancriptionnelles comme la phosphorylation, la 

méthylation et l’ADP ribosylation ciblent l’extrémité N-terminale de la queue des  histones ce 

qui affecte leur charge, leur fonction ainsi que la structure de la chromatine pour contrôler 

l’expression des gènes (Bannister et Kouzarides 2011). 

Si ces modifications induites de la structure chromatinienne par les complexes corégulateurs 

participent au contrôle de la transcription par les RN ces derniers sont également capables 

d’induire des modifications locales de la chromatine pour faciliter l’activation de la 

transcription par d’autres facteurs. C’est le cas du récepteur GR qui est décrit pour perturber 

l’organisation des nucléosomes selon la présence ou l’absence de son ligand (Reik, Schütz, et 

Stewart 1991). D’autres modèles de régulation de la transcription indiquent que la liaison des 

RN créé des changements subtils qui mènent à une plus grande accessibilité des autres 

facteurs de transcription à leurs séquences cibles. 

3.1.5 Activation transcriptionnelle 

Les modalités de l’activation transcriptionnelle peuvent varier selon le groupe de RN (Figure 

7 et 8) : 
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Figure 8 : Mécanismes généraux d’activation et de répression des gènes par les des
récepteurs nucléaires.
Les récepteurs nucléaires régulent l'expression des gènes par des mécanismes de
transactivation ou de transrépression. Les mécanismes de transactivation comprennent la
transactivation simple, composée, monomérique ou d’attache. La transactivation simple
s’effectue sous forme dimérique, la transactivation composée en coopération avec d’autres
facteurs de transcription situés à proximité, la transactivation monomérique sans l’aide d’un
partenaire et la transactivation d’attache, en liant d’autres récepteurs sans se lier directement
à l’ADN. Les mécanismes de transrépression comprennent la transrépression simple,
monomérique, d’attache ou compétitive. La transrépression simple et monomérique s’effectue
en liant des HRE de type négatifs, la transrépression d’attache en fixant d’autres facteurs de
transcription pour empêcher leur activation et la transrépression compétitive en titrant les
cofacteurs disponibles ou en inhibant leur accès à leur élément de réponse.
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• Les récepteurs aux hormones stéroïdes sont maintenus sous une forme inactive dans 

des complexes contenant des protéines de choc thermique (HSP) dans le cytoplasme 

et/ou le noyau. La liaison des ligands hormonaux au niveau du LBD provoque un 

changement de conformation du récepteur qui peut se dissocier de son complexe HSP 

et migrer dans le noyau où leur liaison sous la forme d’homodimère aux HRE permet 

d’ajuster la transcription des gènes au sein de complexes transrégulateurs. 

 

• Les récepteurs nucléaires hétérodimériques quant à eux sont liés constitutivement à 

l’ADN avec leur partenaire RXR. Bien que certains récepteurs hétérodimériques, 

comme le récepteur aux hormones thyroïdiennes, soient régulés par des systèmes 

endocriniens, la plupart des membres de ce groupe activés par un ligand sont régulés 

par des molécules produites de manière autocrine, intracrine ou paracrine. La liaison 

du ligand fait passer les facteurs de transcription d’un état inactif à l’état actif en 

induisant un changement conformationnel dans le LBD du récepteur (Bourguet, 

Germain, et Gronemeyer 2000). Cette conformation spécifique permet le relargage des 

complexes corépresseurs et le recrutement des coactivateurs dont des enzymes 

modificatrices de la chromatine nécessaires à la régulation de la transcription (Y. Shang 

et al. 2000). L’ouverture de la chromatine permet ainsi d’amplifier le recrutement et/ou 

la fonction de la machinerie transcriptionnelle incluant l’ARN polymérase II et les 

facteurs généraux de la transcription (Roeder, 1996). 

 

• Les récepteurs nucléaires homodimériques non stéroïdiens : ils sont fixés de façon 

constitutive à leurs HRE avec un mécanisme d’action similaire aux RN 

hétérodimériques, mais forme principalement des homodimères.  

 

• Les RN se liant principalement à l’ADN en monomères sont désignés dans la plupart des 

cas comme « orphelins ». Ils lient un seul demi-site du HRE. 

3.1.6 Répression transcriptionnelle 

Les modes d’activation de la transcription en réponse au ligand ont été les premiers 

mécanismes étudiés. Cependant, les RN sont également capables de réguler l’expression des 

gènes par différents mécanismes de répression (Figure 8). 
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Plusieurs RN comme les RAR ou les LXR, répriment la transcription des gènes cibles en 

l’absence de ligand (Sap et al. 1989). Cette répression est liée au recrutement de complexes 

de corépresseurs contenant les protéines NCoR et SMRT par l’hétérodimère avec RXR. Bien 

que ces cofacteurs n’abritent pas d’activité enzymatique intrinsèque, chacun réside ou recrute 

des complexes transcriptionnels qui contiennent des désacétylases spécifiques d’histones 

(HDAC). 

De nombreux RN peuvent également réguler négativement l’expression des gènes d’une 

manière dépendante des ligands. Les mécanismes responsables de cette répression restent 

mal compris, mais une classe générale de régulation négative, appelée transrépression 

dépendante du ligand, semble résulter de l’inhibition de l’activité d’autres facteurs de 

transcription, tels que les membres des familles des facteurs Nuclear Factor Kappa B (NF-kB)  

et du complexe protéique Activator protein 1 (AP-1) (Helmberg et al. 1995; Ray et Prefontaine 

1994; Schüle et al. 1991).  

Enfin, certains membres de la superfamille des RN peuvent également jouer un rôle de 

médiateur dans la répression transcriptionnelle par le biais d’un mécanisme alternatif. Avec 

DAX-1, SHP appartient à un groupe hétérogène de protéines qui sont sensiblement distinctes 

des RN conventionnels dans leur structure et leur fonction. Les membres de cette famille ne 

possèdent pas de domaine DBD et agissent comme un répresseur. En effet, SHP agit comme 

un partenaire inhibiteur pour une variété de RN. Il se lie à leur domaine d’activation AF-2 et 

recrute des HDAC et des Euchromatic Histone-lysine N-Methyltransferase  (EHMT) (Båvner et 

al. 2005; Ying Zhang et Dufau 2004). 

Les RN peuvent aussi interagir avec des « éléments négatifs de réponse à l’ADN » comme cela 

a été montré chez le récepteur aux glucocorticoïdes (GR) (Hudson, Youn, et Ortlund 2013). La 

transactivation dépendante du récepteur GR repose sur la présence d’éléments de réponse 

GRE dits positifs (+GRE) qui orchestrent une conformation spatiale du récepteur favorisant le 

recrutement de ses protéines coactivatrices de la transcription. Ces éléments contiennent 

deux répétitions inversées AGAACA séparées par trois nucléotides, essentiels pour la liaison 

du récepteur GR. L’espacement à trois nucléotides entre les demi-sites est quant à lui 

strictement nécessaire pour préserver le potentiel de dimérisation du GR sur l’élément. En 

revanche, la séquence consensus des GRE négatives (nGRE), CTCC(n0-2)GGAGA, diffère 

considérablement des séquences activatrices. La liaison à ces éléments modifie la 
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conformation spatiale des RN et favorise le recrutement de corépresseurs pour bloquer la 

transcription (Hua, Ganti, et Chambon 2016).  

3.1.7 Modulation de l’activité des RN par les modifications post-traductionnelles 

L’activité transcriptionnelle peut également être modulée par des modifications post-

traductionnelles ciblant tous les domaines fonctionnels des RN ou leurs protéines 

corégulatrices. La phosphorylation ainsi que d’autres modifications comme l’acétylation, la 

SUMOylation, l’ubiquitinylation et la méthylation, ont été décrites pour moduler la 

localisation, la stabilité et/ou la capacité de liaison à l’ADN des RN ce qui constitue 

potentiellement un mécanisme important d’intégration cellulaire (Kouzarides 2000; C. Wang 

et al. 2001; Fu et al. 2002; Perissi et Rosenfeld 2005). Les RN sont des phosphoprotéines, par 

conséquent de multiples fonctions peuvent être affectées par la phosphorylation en réponse 

à divers types d’effecteurs. La majorité des sites de phosphorylation des RN se trouve dans la 

région amino-terminale A/B, même si des sites de phosphorylation sont également présent 

dans les domaines DBD et LBD (Rochette-Egly et al. 1995; Delmotte et al. 1999). Ainsi, les 

protéines kinases, comme la RAC-Alpha Serine/Threonine-Protein Kinase (AKT), Protéine 

Kinase A (PKA) ou C (PKC), coopèrent avec les ligands des RN pour potentialiser l’activation de 

la transcription. Inversement, la phosphorylation peut également contribuer à freiner la 

réponse induite par le ligand en favorisant d’autres modifications post-traductionnelles 

comme l’ubiquitinylation afin d’activer la dégradation du récepteur, ou l’acétylation pour 

modifier son interaction avec un élément de réponse cible et/ou son affinité pour un ligand. 

À l’origine, les récepteurs aux hormones stéroïdes étaient considérés quasi exclusivement 

comme des facteurs de transcription inductibles par les hormones. Cependant des signaux 

extra- et intracellulaires, comme des facteurs de croissance, ont été décrits depuis pour leur 

capacité à activer l’activité transcriptionnelle des récepteurs stéroïdiens comme AR, ER et PR 

en l’absence de leurs ligands (Weigel et Zhang 1998). En exemple, Ignar-Trow-bridge et coll. 

ont montré que le récepteur aux œstrogènes ER pouvait être activé par un traitement à 

l’Epidermal Growth Factor (EGF) dans des cultures cellulaires et in vivo (Ignar-Trowbridge et 

al. 1992; 1993). Une autre étude menée par Culig et coll. a mis en évidence que le facteur de 

croissance Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) pouvait induire la sécrétion de Prostatic Specific 

Antigen (PSA) dans les cellules tumorales de prostate LNCaP exprimant un récepteur AR 

endogène muté dans son LBD (Culig et al. 1994). 
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En plus des modifications des récepteurs eux-mêmes, de telles modifications ont été signalées 

pour leurs coactivateurs et corépresseurs. En effet, les cofacteurs Steroid Receptor 

Coactivator-1 (SRC-1), Transcriptional Intermediary Factor 2 (TIF2), Ras-Related C3 Botulinum 

Toxin Substrate 3 (RAC3), PPARγ Coactivator 1 alpha (PGC-1), p300, CBP, NCoR et SMRT sont 

des phosphoprotéines qui constituent des cibles pour certaines kinases (Font de Mora et 

Brown 2000; Rowan, Weigel, et O’Malley 2000; Yuan et Gambee 2000; Knutti, Kressler, et 

Kralli 2001; Lopez et al. 2001). Si la phosphorylation semble améliorer l’interaction des 

coactivateurs avec les RN et leur efficacité  à recruter des complexes à activité HAT, il a été 

démontré en revanche que la phosphorylation des corépresseurs comme NCoR et SMRT  par 

les  Mitogen-Activated Protein kinases (MAP-kinases), Extracellular signal-Regulated Kinase 

(ERK1/2),  la protéine kinase AKT/Protéine Kinase B (PKB) et  la caséine kinase-2 mène à leur 

relocalisation du noyau vers le cytoplasme pour lever leur inhibition sur l’activité des RN (Hong 

et Privalsky 2000; Y. Zhou et al. 2001; Baek et al. 2002; Hermanson, Glass, et Rosenfeld 2002). 

3.1.8 Interaction avec les facteurs de transcription généraux 

Les promoteurs des gènes liant l’ARN polymérase II sont reconnus par deux types de facteurs 

de transcription : les facteurs de transcription généraux (GTF) qui interagissent avec des 

éléments centraux du promoteur (ou core promoter elements) au niveau d’une séquence 

TATA et les facteurs de transcription spécifiques d’une séquence incluant, les RN, qui 

généralement interagissent avec leur HRE localisés plus en amont. La séquence TATA ou boîte 

TATA, adjacente au gène transcrit, se situe à proximité d’une séquence initiatrice qui couvre 

le site de départ de la transcription (TSS) où l'ARN polymérase II se lie. La plupart des facteurs 

impliqués dans la formation du complexe d'initiation de la transcription ont été caractérisés. 

En plus de l'ARN polymérase II (qui est composée d'au moins 12 sous-unités), le complexe 

inclue les Transcription factors II D (TFIID), TFIIB, TFIIA, TFIIF, TFIIE et TFIIH (pour une revue, 

voir (Wilson et al. 1996)). TFIID est composé de la protéine de liaison à la TATA-box (TBP) et 

les facteurs associés à la TBP (TAFIIs) qui sont capables de former plusieurs complexes (Roeder 

1996). 

Comme avec les autres protéines régulatrices de la transcription, un aspect des mécanismes 

par lesquels les récepteurs nucléaires affectent le taux de transcription dirigé par l'ARN 

polymérase II implique probablement l'interaction des récepteurs avec les composants du 

complexe de pré-initiation de la transcription. Cette interaction peut être directe ou indirecte 
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par l'action de protéines corégulatrices pouvant agir comme des facteurs de pontage. Les 

récepteurs nucléaires semblent pouvoir interagir avec plusieurs composants de la machinerie 

transcriptionnelle générale et plus particulièrement avec la protéine TBP du complexe TFIID. 

Ces interactions décrites pour plusieurs RN augmentent leurs pouvoirs transactivateurs 

puisque la surexpression de la protéine TBP augmente la capacité du RN à activer la 

transcription d’un gène rapporteur en présence de son ligand (Berkenstam et al. 1992; 

Sadovsky et al. 1995). Les TAFII qui composent également TFIID, ont également été identifiés 

comme des cibles potentielles pour les récepteurs hormonaux. Ainsi TAFII30 est nécessaire 

pour la transactivation par ER (Jacq et al. 1994), alors que l'expression de TAFII135 potentialise 

fortement la stimulation transcriptionnelle par les récepteurs RAR, THR ou VDR, mais n'affecte 

pas les réponses induites par les récepteurs  ER ou RXR (Mengus et al. 1997). Par conséquent, 

les facteurs de transcription généraux de la famille TAFII peuvent agir comme coactivateurs 

de récepteurs nucléaires. Une interaction avec TFIIB a été bien documentée pour THR et VDR 

ainsi que pour d'autres récepteurs (Baniahmad et al. 1993; Blanco et al. 1995; Masuyama, 

Jefcoat, et MacDonald 1997). Bien que la fonctionnalité des interactions entre les RN et les 

facteurs du complexe pré-initiateur de la transcription reste encore à préciser, il apparait 

clairement que ces dernières facilitent la fixation des RN au niveau de l’ADN des gènes cibles 

ainsi que le recrutement de complexes régulateurs de la transcription au niveau des éléments 

de réponse HRE des régions promotrices et enhancers afin de faciliter le flux de la 

transcription. 

3.1.9 Interactions avec les facteurs de transcription séquence-spécifique : les modules 

transcriptionnels 

Dans les promoteurs, les HRE sont généralement situés à proximité des sites de liaisons 

d'autres facteurs de transcription dont l'interaction avec les RN peut entraîner des effets 

synergiques ou inversement, un antagonisme, pouvant jouer un rôle important dans 

l’efficacité de la transcription (Shibata et al. 1997). Dans certains cas, il a été montré que la 

transcription peut dépendre d’interactions coopératives avec des facteurs de transcription 

adjacents aux HRE. De telles interactions peuvent servir à réguler une réponse dans les cellules 

qui expriment l’association adéquate de facteurs de transcription. L'expression des gènes 

hypophysaires apparaît être un bon exemple puisque la transcription des gènes de l'hormone 

de croissance et de la prolactine sont stimulés par plusieurs ligands des RN en plus de la liaison 
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des facteurs spécifique de l'hypophyse Pituitary-specific Transcription factor (PIT-1) et Growth 

Hormone Factor 1 (GHF-1) à leurs sites de reconnaissance dans ces promoteurs (Castillo et al. 

1999; Chuang et al. 1997; Dey et al. 1992; Tolón, Castillo, et Aranda 1998). Des interactions 

protéine-protéine directes entre les récepteurs nucléaires et ces facteurs hypophysaires 

semblent être impliqués dans cette synergie (Castillo et al. 1999; Palomino et al. 1998). De 

même, pour le promoteur viral Mammary Mouse Tuor Voris (MMTV), les facteurs de 

transcription Nuclear Factor 1 (NF-1) et Octamer-Binding Transcription Factor-1 (Oct-1) sont 

nécessaires pour une activation par les glucocorticoïdes ou la progestérone chez la souris, et 

une interaction directe entre les récepteurs GR ou PR avec Oct-1 a été décrite (Brüggemeier 

et al. 1991). 

3.2 EFFETS NON GENOMIQUES DES RN 

Au cours des vingt dernières années, des mécanismes d’action atypiques médiés par les RN 

ont été mis en évidence pour plusieurs membres de la superfamille. Ces actions dites « non 

génomiques » ne reposent pas sur la capacité transcriptionnelle des RN et induisent des effets 

très rapides dans la cellule (Wehling 1997; Cato, Nestl, et Mink 2002; Kelly et Levin 2001). Les 

androgènes par exemple exercent des effets rapides sur la mobilisation du calcium 

intracellulaire (Z. Guo et al. 2002), la fluidité des membranes (Whiting, Restall, et Brain 2000), 

puis la modulation de voies de signalisation intracellulaires (Peterziel et al. 1999). Ainsi, il 

apparaît que AR, tout comme d’autres RN comme ER, GR et PR, puissent fonctionner comme 

une protéine de signalisation intracellulaire capable d’interagir avec certains effecteurs de 

cascades de transduction du signal. Ces mécanismes apparaissent comme des mécanismes 

pouvant jouer un rôle capital dans le maintien de l’homéostasie cellulaire. En ce sens, de 

nombreux travaux ont démontré que les hormones stéroïdes dont les androgènes contrôlent 

des voies de signalisation intracellulaires mobilisant les MAP-kinases ERK1/2 (Peterziel et al. 

1999) et Phosphoinositide 3-Kinase (PI3K) pour réguler la prolifération et l’apoptose (Baron et 

al. 2004). 
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Le Farnesoid X Receptor (FXR)  
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1 GENERALITES 

Le gène NR1H4 code pour un récepteur nucléaire appelé récepteur Farnesoid X Receptor 

alpha (FXRα) dont les premières études ont conduit à caractériser son rôle dans le maintien 

de l’homéostasie des acides biliaires. Depuis lors, d’autres fonctions de ce récepteur ont été 

décrites et seront développées dans ce chapitre. 

La recherche de partenaires cellulaires pour le récepteur RXRα par crible d’une banque d’ADN 

complémentaires de foie de souris par double-hybride chez la levure a mené en 1995 à 

l’identification des protéines RXR-Interacting Proteins 14 (RIP14) et 15 (RIP15) (W. Seol, Choi, 

et Moore 1995). Contrairement à RIP15 dont l’expression tissulaire semblait ubiquitaire, celle 

de RIP14 était restreinte au foie et au rein. La poursuite de cette étude a permis d’affecter ces 

protéines à la superfamille des RN, puis de montrer que ces récepteurs orphelins étaient 

capables de lier des séquences ADN spécifiques sous la forme d’un hétérodimère avec RXRα. 

Ce n’est que quelques mois plus tard que la caractérisation d’une séquence homologue chez 

le rat par Forman a permis d’identifier le farnesol et ses métabolites comme ligands de ce 

récepteur, puis de le renommer Farnesoid X Receptor α (FXRα) (Forman et al. 1995). Par la 

suite, les travaux de trois laboratoires indépendants identifieront les acides biliaires comme 

ligands naturels du récepteur FXRα, permettant de le retirer de la liste des récepteurs 

orphelins après son adoption (Makishima et al. 1999; Parks et al. 1999; H. Wang et al. 1999).  

L’exploration des banques de séquences génomiques chez l’homme et la souris a mené à 

l’identification d’une seconde séquence codante pour un FXRβ (NR1H5) fonctionnel activable 

par le lanostérol chez plusieurs espèces incluant les rongeurs mais inactif chez l’homme et les 

autres primates (Otte et al. 2003). Les deux récepteurs FXRα et FXRβ proviennent de deux 

gènes différents nommés NR1H4 et NR1H5 selon la classification phylogénétique. Dans le 

cadre de ce travail, nous nous intéresserons uniquement à FXRα. 



Figure 9 : Représentation schématique du gène NR1H4 et expression des différentes isoformes
du récepteur nucléaire FXR chez l’homme.
A) Les quatre isoformes caractérisées de FXRα (FXRα1 à α4) sont schématisées selon les exons
(numérotés de 1 à 11) constituant leurs domaines fonctionnels. B) Les isoformes de FXRα
découlent de l’utilisation de deux promoteur alternatifs et d’un épissage alternatif à l’extrémité
de l’exon 5. Ces isoformes se distinguent par leur domaine N-terminal (bleu) et/ou l’insertion de
quatre acides aminés MYTG (violet) entre le domaine de liaison à l’ADN, DBD (jaune) et la partie
charnière (vert). Le domaine N-terminal et le domaine de liaison du ligand, LBD (rose)
comprennent chacun une fonction activatrice, respectivement AF-1 et AF-2 (orange). C)
Quantification de l’expression des isoformes de FXRα dans les tissus et cellules humaines. La
quantité d’ARNm de FXRα est exprimée en nombre de copies/1000 copies du gène de ménage
GAPDH. D) La proportion des isoformes groupées selon le promoteur alternatif ou E) la présence
ou l’absence des MYTG dans chacune des lignées cellulaires est indiquée en pourcentage de
transcrits sur la quantité totale d’ARNm.
Adapté de Lee et coll. 2006 Trends Biochem Sci et de Vaquero et coll. 2013 Biochem Pharmacol
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2 ISOFORMES ET VARIANTS POLYMORPHIQUES DE FXRα 

2.1 STRUCTURE ET EXPRESSION TISSULAIRE DES ISOFORMES DE FXRα 

La structure du récepteur FXRα reprend les principaux domaines fonctionnels des RN avec un 

DBD fortement conservé dans la partie centrale, un domaine LBD plus variable en région 

carboxy-terminale, une région charnière ainsi que deux motifs activateurs (AF-1,-2). Les 

études structurales montrent que le gène NR1H4, chez l’Homme, est composé de 11 exons et 

10 introns codant plusieurs isoformes de la protéine FXRα.  

Huber et coll. ont montré que ces isoformes présentent une forte homologie chez plusieurs 

espèces (hamster syrien, souris, rat et humain) (Huber et al. 2002). A ce jour, quatre isoformes 

murines et humaines de FXRα ont été caractérisées dont les deux promoteurs se retrouvent 

en amont de l’exon 1 et de l’exon 3 pour diriger respectivement l’expression des formes FXRα1 

et 2 ou FXRα3 et 4. En plus, un site d’épissage situé dans l’exon 5 discrimine les isoformes 1 et 

3 des isoformes 2 et 4 par la présence de 4 acides aminés supplémentaires, MYTG (Figure 9). 

A noter que ces isoformes ont été classées selon différentes nomenclatures et sont parfois 

dénommées FXRα1 (+), FXRα1 (−), FXRα2 (+) et FXRα2(−) selon la présence ou non des acides 

aminés (±) MYTG (Yanqiao Zhang, Kast-Woelbern, et Edwards 2003). Par ailleurs, 

l’interrogation des bases de données publiques n’exclut pas la possibilité que d’autres 

isoformes de FXRα soient décrites dans les années à venir. 

Le récepteur nucléaire FXRα est plus particulièrement exprimé dans le foie et l’intestin avec 

une abondance plus faible dans d’autres tissus comme le colon et le rein. Ces données ont pu 

être confirmées in vitro dans différentes lignées cellulaires provenant de tissus hépatiques, 

intestinaux et rénaux (J. Vaquero, Monte, et al. 2013). Le profil d’expression de FXRα n’est 

toutefois pas aussi restreint puisque des études plus récentes de séquençage haut débit du 

transcriptome RNA-sequencing (RNA-seq) montrent que d’autres tissus comme la vésicule 

biliaire, la glande surrénale et les gonades (testis, ovaire) expriment également des niveaux 

variables de FXRα (Fagerberg et al. 2014). Une étude plus détaillée a toutefois montré des 

différences entre l’abondance des différentes isoformes de FXRα avec une accumulation 

préférentielle des isoformes FXRα1-2 dans le foie et la glande surrénale alors que les isoformes 

FXRα3-4 s’accumulent plutôt dans l’intestin et le rein. 
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Chez la souris, les travaux de Zhang et coll. étayent davantage ces profils d’expression avec 

une accumulation de FXRα au niveau du tissu adipeux, du cœur, de l’estomac et des poumons 

en plus du foie, de l’intestin, du rein et de la glande surrénale. Par ailleurs, Otte et coll. 

décrivent une expression ubiquitaire de FXRβ dans les tissus embryonnaires de la souris avec 

plusieurs isoformes réparties entre le foie et les gonades (ovaire, testis) à l’âge adulte. 

D’autres travaux ont également détecté une expression de FXRα dans le pancréas humain et 

murin (Popescu et al. 2010), dans les tissus reproducteurs (Anaya-Hernández et al. 2014; 

Vignozzi et al. 2011; Volle et al. 2007) et dans les cellules musculaires lisses vasculaires (Li Yoyo 

T.Y. et al. 2007). 

2.2 POLYMORPHISMES ET MUTATIONS DE FXRα 

À ce jour, la régulation de l’épissage de FXRα et ses implications sur le métabolisme 

énergétique hépatique restent mal connues. Compte tenu du rôle central de FXRα dans le 

maintien de l’homéostasie des acides biliaires (AB) et la mauvaise caractérisation de certaines 

pathologies liées à des perturbations de leur métabolisme, des variations génétiques dans sa 

séquence ont été recherchées dans plusieurs pathologies. Le premier lien entre les variants 

géniques de FXRα et les maladies du foie a été établi par van Mill et coll., montrant que le 

polymorphisme nucléotide simple (SNP) rs61755050 (C > T) était associé à une fréquence plus 

élevée de cholestase intrahépatique de la grossesse, contrairement au variant rs56163822 (G 

> T). En outre, les deux variants ont été associés à une activité réduite de la signalisation 

induite par FXRα (van Mil et al. 2007; Marzolini et al. 2007). Dans d’autres études, le 

polymorphisme rs56163822 a été associé à la maladie intestinale inflammatoire, à une 

réduction plus élevée de cholestérol sous rosuvastatine (un inhibiteur de la synthèse du 

cholestérol) et à la péritonite bactérienne spontanée (SBP) chez les patients présentant une 

cirrhose et des ascites (Attinkara et al. 2012; M. Hu et al. 2012; Lutz et al. 2014).  

L’ensemble de ces données tend à montrer qu’une seule mutation du gène codant pour FXRα 

est capable de perturber son mécanisme d’action et son activité. 

 



Figure 10 : Exemples de ligands endogènes et synthétiques pour le récepteur FXRα.
FXRα est activé par des ligands naturels comme les acides biliaires (1 à 4) ou des ligands
synthétiques (5 à 10). Issu de Schuster et coll. 2011 Bioorg Med Chem.
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3 LE RECEPTEUR FXRα, UN REGULATEUR DE LA TRANSCRIPTION 

3.1 LIGANDS 

3.1.1 Agonistes 

FXRα a initialement été identifié comme un RN orphelin activé par des concentrations élevées 

de métabolites du farnesol (50μM) avant que les acides chénodéoxycholique (CDCA) 

(Concentration Efficace médiane (EC50) = entre 10 et 50μM), déoxycholique (DCA) (EC50 = 

20μM) et lithocholique (LCA) (EC50 = 20μM) soient identifiés comme des ligands naturels de 

ce récepteur (Forman et al. 1995) (Makishima et al. 1999)(Figure 10). FXRα est de surcroît 

exprimé principalement dans le foie et l’intestin qui sont des organes majeurs de 

l’homéostasie des acides biliaires (Forman et al. 1995) (W. Seol, Choi, et Moore 1995). Ce 

nouveau rôle a mené à la dénomination de FXRα comme le récepteur BAR (bile acid receptor).  

Le CDCA, AB primaire, a initialement été décrit chez l’homme comme ligand naturel de FXRα 

le plus puissant in vitro, avec une EC50 de 50 μM  (Makishima et al. 1999). Le DCA et le LCA, 

AB secondaires, ont également montré une capacité significative à activer FXRα, bien qu’avec 

une efficacité maximale inférieure. L’acide chénodéoxycholique (CDCA) possède la meilleure 

affinité pour le récepteur FXRα suivi de l’acide lithocholique (LCA) et de l’acide désoxycholique 

(DCA), puis de l’acide cholique (CA). 

Cependant, les AB ne sont pas exclusivement des ligands de FXRα. Avec une efficacité variable, 

ils activent également d’autres RN, tels que le Pregnane X Receptor (PXR), le récepteur 

constitutif de l’androstane (CAR), le récepteur de la vitamine D (VDR) ainsi que le récepteur 

membranaire TGR5 couplé aux protéines G (Staudinger et al. 2001; Makishima et al. 2002; 

Saini et al. 2004; G. L. Guo et al. 2003; Kawamata et al. 2003). Pour cette raison, des molécules 

semi-synthétiques et synthétiques ont été développées afin d’obtenir des activateurs de FXRα 

plus sélectifs et plus puissants que les AB. Le plus connus d’entre eux, est le GW4064 [3-(2,6-

dichlorophenyl)-4-(3-carboxy-2-chloro-stilben-4-yl)-oxymethil-8-isopropyl-isoxazole] (EC50 = 

90 nM). Cette molécule synthétique est un agoniste FXRα actif à la fois in vitro et in vivo. Le 

GW4064 a aujourd’hui atteint le statut d’« agoniste de référence » par sa puissance et sa 

sélectivité (Sinal et al. 2000) (Maloney et al. 2000) bien que sa faible biodisponibilité exclue 

son utilisation en phases cliniques. Contrairement au GW-4064, le WAY-362450 [Isopropyl-3-



Table 2: Essais cliniques terminés ou en cours impliquant FXRα
Issu de https://clinicaltrials.gov

Status Conditions Interventions

Terminated Chronic Hepatitis C Other: guggulsterone, a natural FXR 
antagonist.

Recruiting Alcohol Consumption Drug: Placebo|Drug: 10 mg Obeticholic Acid 
(OCA)

Completed Obesity

Procedure: biopsy of muscle, of liver, and of 
adipose tissue|Procedure: clamp euglycemic -
hyperglycemic|Behavioral: diet|Other: 
biopsies for biological and genetic analyses

Completed Nonalcoholic Fatty Liver Disease 
(NAFLD)|Nonalcoholic Steatohepatitis (NASH) Drug: obeticholic acid|Drug: placebo

Completed Healthy Drug: FXR 450|Drug: placebo
Recruiting Hiv Biological: Blood sampling
Completed Non-alcoholic Steatohepatitis (NASH) Drug: Tropifexor (LJN452)|Drug: Placebo
Terminated Healthy Drug: FXR-450|Drug: Placebo

Recruiting Obesity Drug: Obeticholic acid|Drug: Obeticholic acid 
placebo

Active, not recruitingHepatitis B, Chronic Drug: EYP001a|Drug: Entecavir|Drug: 
Pegylated interferon alpha2a

Completed
Metabolic Syndrome|Familial 
Hypertriglyceridemia|Familial Combined 
Hyperlipidemia

Drug: chenodeoxycholic acid|Drug: placebo 
capsules

Active, not recruitingHepatitis B, Chronic Drug: EYP001a|Drug: Placebo|Drug: 
Entecavir|Drug: Tenofovir Disoproxil

Completed NASH - Nonalcoholic Steatohepatitis|Healthy Drug: EYP001a

Completed Hepatitis B, Chronic Drug: EYP001a|Drug: Placebo|Drug: 
Entecavir|Drug: peg-interferon alfa-2a

Completed Hepatitis B, Chronic Drug: EYP001a

Completed Non Alcoholic Fatty Liver Disease Drug: Px-104
Completed Obesity|Gallstones Drug: Obeticholic acid|Drug: Placebo
Completed Healthy Drug: Px-102|Drug: Placebo
Completed Healthy Drug: Px-102|Drug: Placebo

Completed Primary Bile Acid Malabsorption|Secondary Bile Acid 
Malabsorption|Chronic Diarrhoea Drug: Obeticholic acid

Completed Healthy Drug: EYP001a|Drug: Placebo

Completed Functional Dyspepsia
Procedure: Duodenogastroscopy|Device: 
Duodenal aspiration catheter|Dietary 
Supplement: Nutri drink

Completed Liver Disease Drug: triopifexor A|Drug: tropifexor B

Completed

Morbid Obesity|Vertical Sleeve 
Gastrectomy|Metabolic Syndrome|Hepatocellular 
Carcinoma|Cholangiocarcinoma|Disorder of Bile Acid 
and Cholesterol Metabolism

Recruiting Familial Partial Lipodystrophy Drug: Obeticholic Acid|Drug: Placebo
Recruiting Liver Cirrhosis, Biliary Drug: Obeticholic Acid (OCA)|Drug: Placebo
Completed Primary Bile Acid Diarrhea Drug: LJN452|Drug: Placebo to LJN452

Recruiting

NASH|NASH - Nonalcoholic Steatohepatitis|Type 2 
Diabetes|Diabetes Type 2|Diabetes|Fatty Liver|Fatty 
Liver, Nonalcoholic|NAFLD

Drug: MET409 Active|Drug: MET409 
Placebo|Drug: Empagliflozin

Completed
Simple Steatosis (SS)|Non-alcoholic Steatohepatitis 
(NASH)|Obesity

Procedure: liver and white adipose tissue 
biopsies

Recruiting Non-Alcoholic Fatty Liver Disease Drug: Obeticholic acid

Recruiting

Overweight|Microtia|Endotoxemia|Metabolic 
Syndrome|Insulin Resistance|Non-Alcoholic Fatty 
Liver Disease

Dietary Supplement: Camu camu|Dietary 
Supplement: Placebo

Recruiting Non Alcoholic Steatohepatitis (NASH) Drug: Tropifexor|Drug: Licogliflozin|Other: 
Placebo

Completed Bile Acid Malabsorption Drug: Oral chenodeoxycholic acid stimulation
Active, not recruitingNASH - Nonalcoholic Steatohepatitis Drug: TERN-101|Other: Placebo
Completed Diabetes Mellitus, Type II|Fatty Liver Drug: INT-747|Drug: Placebo

Recruiting Obesity, Morbid Device: AsspireAssist|Other: Nutritional 
consulting

Completed Hepatitis B, Chronic Drug: EYP001|Drug: Entecavir 1 MG
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(3,4-difluorobenzoyl)-1,1-diméthyl-1,2,3,6-tetrahydroazepinol[4,5-b]indol-5-carboxylat] est 

quant à lui un puissant agoniste sélectif (EC50 = 4nM) biodisponible par voie orale (Flatt et al. 

2009). 

L’acide 6α-éthyl-chénodéoxycholic (6-ECDCA), également connu sous le nom d’INT-747 ou 

d’acide obéticholique (OCA), une variante semi-synthétique du CDCA, affiche également un 

effet agoniste important avec un EC50 de 99nM.  Ce composé montre une capacité 

d’activation de FXRα 100 fois supérieure au CDCA pour transcrire des gènes rapporteurs de 

type luciférase placés sous le contrôle d’un FXRE dans des lignées de cellules hépatiques 

(Pellicciari et al. 2002). En 2016, son utilisation a été validée chez des patients atteints de 

cholestase hépatique résistante à l’acide ursodéoxycolique (UDCA), un AB très faiblement 

présent chez l’homme utilisé dans le traitement des lithiases biliaires, ce qui justifie 

actuellement l’objet de son évaluation en essais cliniques, notamment dans le traitement de 

la Stéatose Hépatique Non-Alcoolique (NASH). D’autres activateurs sont ensuite apparus dont 

la fexaramine et la fexarine (EC50 38 et 36 nM, respectivement) (Downes et al. 2003). Une 

étude comparative a notamment souligné les propriétés distinctes de la fexaramine, du GW-

4064, et du CDCA pour activer des gènes cibles du récepteur FXRα dans les hépatocytes 

primaires humains. Les raisons possibles de ces activités différentielles pourraient s’expliquer 

par un positionnement et/ou une occupation différente de la poche de liaison du ligand, voire 

une régulation allostérique médiée par RXRα modifiant l’affinité de la liaison et/ou le 

recrutement de cofacteurs. 

Un certain nombre d’autres composés a également montré une action agoniste pour FXRα 

avec des affinités variables, comme l’androstérone (S. Wang et al. 2006) ou des produits 

naturels exogènes tels que la forskoline (Howard et al. 2000), l’epigallocatechin-3-gallate (G. 

Li et al. 2012) et le cafestol (Ricketts et al. 2007).  

Des essais cliniques évaluant les effets des agonistes de FXRα ont d’ores et déjà été menés 

dans divers désordres hépatiques (NASH, diabète…) tandis que d’autres sont actuellement en 

cours (Table 2). 

3.1.2 Antagonistes de FXRα 

Bien que les agonistes miment l’effet des ligands naturels et/ou stabilisent l’interaction de 

FXRα avec ses coactivateurs, les antagonistes déstabilisent le complexe récepteur-
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Figure 11 : Séquences spécifiques de fixation à l'ADN pour le récepteur FXRα (ou élément de 
réponse à FXR, FXRE)
La protéine FXRα se fixe majoritairement sur des FXRE de type IR-1 pour activer la
transcription de ses gènes cibles. FXRα est aussi capable de lier un FXRE de type ER-8 chez le
rat ainsi que plusieurs éléments de type DR in vitro bien qu’aucun gène cible ne soit encore
décrit régulé par ce type d’élément de réponse.
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coactivateurs (antagonistes actifs) ou stabilisent le complexe récepteur-corépresseurs 

(antagonistes passifs), entraînant un silencing génique. Les « antagonistes actifs » sont 

généralement plus exigeants au niveau stérique et plus volumineux que les agonistes. Leur 

liaison au RN empêche l’initiation de la transcription, en entravant stériquement la liaison des 

coactivateurs et de leur motif LXXLL à leur site de liaison sur le récepteur FXRα (Di Leva et coll., 

2013).  

Les études de relation structure-activité ont montré que les antagonistes de FXRα disponibles 

sont peu spécifiques et ne sont en réalité que des modulateurs sélectifs de son activité. Parmi 

eux, le plus connu est la guggulstérone, un principe actif extrait de la plante Commiphora 

mukul. Les études in vitro ont montré que ce composé déplace les coactivateurs et antagonise 

l’activité de FXRα mais il présente des activités agonistes ou antagonistes selon les gènes cibles 

(Urizar et al. 2002; Wu et al. 2002). Récemment, des antagonistes FXRα ont aussi été 

développés à partir de l’organisme marin Theonella swinhoei comme les theonellastérols et les 

conicastérols qui sont actuellement évalués dans des modèles précliniques de lésions 

hépatiques (Fiorucci, Zampella, et Distrutti 2012; Renga et al. 2012; De Marino et al. 2011). 

Les effets indésirables observés en thérapeutique orientent actuellement les recherches dans 

le développement de ligands sélectifs, possédant de nouvelles propriétés de liaisons (site, 

affinité) adaptant la conformation de FXRα pour diriger sa capacité d’interaction avec ses co-

régulateurs et modifier de façon sélective l’expression de ses gènes cibles (Diao et al. 2018; 

Merk et al. 2019).  

3.2 ELEMENTS DE REPONSE A L’ADN (FXRE) 

L’activation de FXRα par un ligand suit le modèle général proposé pour les membres de la 

famille des RN. Ce dernier se lie à des séquences ADN spécifiques nommées FXRE (FXR 

response element) sous la forme d’un monomère ou d’un hétérodimère avec RXRα (Figure 

11). Le FXRE de type IR (inverse repeat) reste le plus fréquemment décrit avec une séquence 

palindromique consensus de type AGGTCA en répétition inversée séparée par un nucléotide 

(IR1) mais d’autres espacements (IR0 et IR2) sont également décrits pour lier FXRα in vitro 

(Ananthanarayanan et al. 2001; Chong et al. 2010; Grober et al. 1999; Song et al. 2001; Jiang 

Li et al. 2008). A ces séquences s’ajoutent aussi des FXRE de type DR (direct repeat) dans 
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lesquels les séquences hexanucléotidiques en répétition directe sont espacées de 2 à 5 

nucléotides (DR2-5), puis des FXRE de type ER (everted repeat) correspondant à une répétition 

en miroir de la séquence TGAACT séparée par 8 nucléotides (Laffitte et al. 2000; Sun, Cai, et 

Gonzalez 2021) (Song et al. 2001). 

Les progrès récents des techniques permettant d’étudier les interactions protéiques à 

l’échelle du génome (ChIP-seq) ont précisé les modalités d’action de FXRα dans la régulation 

de l’expression des gènes. Elles ont confirmé que la séquence de liaison consensuelle de FXRα 

est bien de type IR1. En complément, il a été démontré chez la souris que le statut 

métabolique pouvait aussi influer sur la sélectivité de liaison de FXRα à ses éléments de 

réponse pour diriger l’expression d’un réseau de gènes cibles spécifiques probablement en 

fonction des complexes régulateurs présents. En ce sens, Lee et coll. ont montré qu’environ 

la moitié des sites de liaison pour le récepteur FXRα était différente dans les foies de souris 

contrôle en comparaison à des souris nourries avec un régime obésogène riche en graisses 

(High Fat Diet, HFD) ce qui semble indiquer que le répertoire de séquences de liaison de FXRα 

est modifié dans l’obésité pour adapter la réponse transcriptionnelle au statut métabolique 

(J. Lee et al. 2012). De surcroît, il n’existe que 11% des sites de liaisons de FXRα communs au 

foie et à l’intestin, suggérant qu’il y ait aussi une régulation spécifique de son activité et des 

réseaux de gènes ciblés selon les tissus et leurs activités métaboliques (Thomas et al. 2010). 

De même, les capacités transactivatrices et transrépressives de FXRα peuvent s’exprimer 

différemment selon le type tissulaire ou cellulaire. 

3.3 ACTIVITES TRANSACTIVATRICES ET TRANSREPRESSIVES DE FXRα 

3.3.1 Cofacteurs, régulateurs de l’activité transcriptionnelle de FXRα 

A l’instar des autres RN permissifs, il apparait que le récepteur FXRα puisse interagir en 

l’absence de son ligand avec les complexes corépresseurs SMRT/N-CoR afin de réprimer 

l’expression de ses gènes cibles (Lazar 2003). Plus d’une douzaine de cofacteurs 

transcriptionnels sont actuellement décrits comme modulateurs potentiels de la capacité de 

transactivation de FXRα. Généralement, les interactions de FXRα avec des coactivateurs tels 

que BRM/SWI2-Related Gene 1 (BRG-1), p300, Coactivator Associated Arginine 

Methyltransferase 1 (CARM1), Protein Arginine Methyltransferase 1 (PRMT1), et Activating 

Signal Cointegrator 2 (ASCOM), sont augmentées après traitement avec les agonistes de FXRα. 



Table 3 : Gènes cibles du récepteur FXRα et fonctions associées.
Issu de Li et coll. 2012 J Lipids.

Gène Tissu Régulation Fonction

Métabolisme 
des acides 

biliaires

CYP7A1 foie réprimé Enzyme de synthèse de la voie classique des AB

BSEP foie activé Transport canaliculaire des AB dans la vésicule 
biliaire

NTCP foie réprimé Absorption basolatérale des AB par les hépatocytes

OSTα/β intestin activé Sécrétion basolatérale des AB par les entérocytes 
dans la circulation portale

I-BABP intestin activé Transport intracellulaire des AB
FGF15/19 intestin activé Inhibition de la synthèse d'AB

SHP foie activé Inhibition de la synthèse d'AB

Métabolisme 
du glucose

PEPCK foie activé Néoglucogenèse

FGF15/19 intestin activé Stimulation de la synthèse de glycogène et réprime 
la néoglucogenèse

Insulin pancréas activé Métabolisme du glucose

Métabolisme 
du cholestérol

ApoA1 foie réprimé Métabolisme des HDL
LDLR foie réprimé Absorption des LDL

ABCG5/G8 foie activé Sécrétion de cholestérol

SRB1 foie activé Absorption hépatique des HDL et sécrétion de 
cholestérol

PCSK9 foie réprimé Favorise la dégradation du récepteur aux LDL

Métabolisme 
des acides gras

ApoC II foie activé Activation de la Lipoprotéine lipase
ApoC III foie réprimé Inhibition de la Lipoprotéine lipase
SREBP1 foie réprimé Lipogenèse
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Les coactivateurs une fois recrutés peuvent diriger la modification post-traductionnelle des 

histones et induire le remodelage de la chromatine afin de réguler la transcription des gènes 

selon les modalités décrites ci-dessous (Kemper et al. 2009; Fang et al. 2008). 

3.3.2 Transactivation 

La majorité des études s’accorde pour dire que la transactivation simple est le mécanisme 

d’activation de la transcription le plus couramment employé par l’hétérodimère FXRα/RXRα 

pour coordonner la transcription de la plupart des gènes cibles de FXRα (Table 3). La 

transactivation simple représente la voie majoritaire par laquelle FXRα active la transcription 

de gènes cibles comme SHP, Ileal Bile Acid-Binding Protein (IBABP) ou Bile Acid-CoA:Amino 

Acid N-Acyltransferase (BAAT) (Goodwin et al. 2000; Grober et al. 1999; Pircher et al. 2003) 

(Figure 12). Lorsque l’hétérodimère formé avec RXRα se trouve sous forme inactive, il est lié 

à des cofacteurs corépresseurs sur ses éléments de réponse. Lors de la liaison du ligand, les 

complexes répresseurs sont libérés et des coactivateurs recrutés pour modifier la structure 

chromatinienne et autoriser l’accès aux facteurs de transcription généraux et l’ARN 

polymérase II au promoteur, activant ainsi la transcription du gène cible. 

Néanmoins, d’autres modes de transactivation médiés par FXRα ont été décrits. Récemment, 

l’équipe de Chong et coll. a mis en évidence la présence d’autres demi-sites de RN à proximité 

des FXRE suggérant la possibilité d’un mode de transactivation composé et d’une régulation 

de FXRα par d’autres RN, comme LHR-1 dont le site de liaison a fréquemment été identifié à 

proximité des FXRE. De manière intéressante, ce type de module transcriptionnel  est montré 

enrichi notamment dans les régions régulatrices de gènes dont les produits participent au 

métabolisme des lipides et des stéroïdes (Chong et al. 2010; 2012).  

Bien que FXRα agisse principalement en hétérodimère avec RXRα, la transactivation 

monomérique a également été rapportée. En ce sens, une étude a mis en évidence que FXRα 

était capable de lier in vitro le promoteur de l’enzyme de détoxication UDP 

Glucuronosyltransferase Family 2 Member B4 (UGT2B4) et d’en activer sa transcription. En 

revanche l’ajout de RXRα semble capable d’inhiber la liaison de FXRα à son FXRE au sein de la 

région promotrice du gène de UGT2B4 et de prévenir son activation transcriptionnelle, 

probablement en formant des complexes inactifs compétitifs limitant l’activité de FXRα sous 

sa forme monomérique (Barbier et al. 2003). Une seconde étude a rapporté que le Glucose 



Figure  12 : Mécanismes de transactivation dépendant de FXRα.
La protéine FXRα est capable d’activer la transcription des gènes par trois mécanismes : la
transactivation simple, transactivation composée et transactivation monomérique. Les gènes
cibles régulés par FXRα sont détaillés selon leur fonction, la séquence de leur FXRE et la/les
techniques qui ont permis de mettre en évidence le mécanisme de transactivation utilisé.
Adapté de Hollman et coll. 2012 Biochim Biophys Acta.
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Transporter de type 4 (GLUT4) était activé par le monomère FXRα dans des cellules 

d’hépatocarcinome et les adipocytes. Ces travaux s’appuyant sur la technique de retardement 

sur gel (EMSA ou electrophoretic mobility shift assay) ont confirmé cette interaction 

fonctionnelle entre FXRα et le FXRE du gène de GLUT4 composé uniquement d’un demi-site 

indépendamment de la présence de RXRα et de sa fonction modulatrice (Shen et al. 2008). 

3.3.3 Transrépression 

Pour FXRα, la transrépression simple est documentée pour le gène de l’apolipoprotéine C3 

(Apo-C3), acteur dans le contrôle du métabolisme des triglycérides ainsi que pour UGT2B7 

impliqué dans la conjugaison des acides biliaires (AB) par l’acide glucuronique (Claudel et al. 

2003; Yuan Lu et al. 2005) (Figure 13).  Ce mécanisme implique une liaison du dimère sur un 

élément de response négative (nHRE) comme cela a été décrit pour le récepteur aux 

glucocorticoïdes GR. Bien qu’aucune séquence consensus n’ait été caractérisée, la liaison aux 

nHRE régule négativement la transcription via la liaison à des coactivateurs corépresseurs 

(Surjit et al. 2011; Dostert et Heinzel 2004). 

FXRα a également été décrit pour réprimer la transcription des gènes par transrépression 

monomérique pour deux apolipoprotéines différentes. Ce phénomène a été observé pour 

l’inhibition de l’expression du gène de Apo-A1 par la liaison de FXRα en tant que monomère 

sur le second demi-site d’un FXRE de type DR1, en concurrençant le récepteur nucléaire 

HNF4α (Chennamsetty et al. 2011). En outre, Claudel et coll. ont montré que FXRα régule 

négativement l’expression d’Apo-A1 en se liant à un FXRE négatif. En effet il apparait que 

l’hétérodimère FXRα/RXRα possède une affinité moindre que FXRα seul en retard sur gel et 

l’utilisation d’un mutant hétérodimérique FXRα-L443R incapable d’interagir avec RXRα ne 

montre pas de différence quant à sa capacité à réprimer l’expression du gène d’Apo-A1 

(Claudel et al. 2002). Ces résultats ont cependant été récemment remis en cause par les 

travaux de Gardes et coll., puisque l’expression du gène humain de l’Apo-A1 (hApo-A1) chez 

des souris génétiquement modifiées ainsi que l’abondance de la forme murine du gène Apo-

A1 (mApo-A1) ne semblent pas diminuées par un traitement avec des agonistes de FXRα 

(Gardès et al. 2011). 

La transrépression d’amarrage présente un mécanisme original qui a été décrit dans 

l’inflammation, où les facteurs de transcription pro-inflammatoires comme NF-κB et AP-1 
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Figure  13 : Mécanismes de transrépression dépendant de FXRα.
La protéine FXRα est capable de réprimer la transcription des gènes par trois mécanismes : la
transrépression simple, transrépression monomérique et transrépression d’amarrage. Les
gènes cibles régulés par FXRα sont détaillés selon leur fonction, la séquence de leur FXRE et
la/les techniques qui ont permis de mettre en évidence le mécanisme de transrépression
utilisé. Adapté de Hollman et coll. 2012 Biochim Biophys Acta
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voient leurs activités transrégulatrices bloquées par les RN. Lors de l’amarrage d’un RN aux 

protéines  NF-κB et AP-1, le taux de transcription de leurs gènes cibles s’en trouve inhibé (De 

Bosscher, Vanden Berghe, et Haegeman 2003). Récemment, l’activation de FXRα a été 

démontrée pour diminuer la sévérité de l’inflammation dans l’intestin, le foie et le rein in vivo. 

En ce sens, Wang et coll. ont montré par une série d’analyses d’interaction protéine-ADN par 

retardement sur gel que l’interaction du facteur NF-κB à son élément de réponse était réduite 

en présence du récepteur FXRα, tandis que Vavassori et coll. ont précisé le mode d’action de 

cette répression en apportant une démonstration mécanistique dans laquelle FXRα empêche 

le relargage du complexe de corépresseurs au niveau du promoteur ciblé par le facteur de 

transcription NF-κB (Gadaleta et al. 2011; Vavassori et al. 2009; Y.-D. Wang et al. 2008). 

En résumé le mode d’activation des RN comme FXRα, dépend de facteurs multiples, dont le 

type cellulaire, l’environnement des régions promotrices, le type de FXRE et l’état 

métabolique. Ces paramètres sont par ailleurs contrôlés par une multitude de cofacteurs, des 

modifications post-traductionnelles ainsi que par différents ligands.  

3.4 MODULATION DE L’ACTIVITE DE FXRα 

3.4.1 Régulation de l’expression de FXRα 

FXRα joue un rôle important dans le métabolisme nutritionnel et énergétique en agissant 

comme un régulateur des taux plasmatiques de glucose, de lipides et d’acides biliaires (cf 

Rôles physiologiques médiés par FXRα, page 41) (Table 3). En retour, la concentration de ces 

molécules peut également participer au contrôle de l’expression de FXRα par des mécanismes 

de rétrocontrôle positifs et/ou négatifs afin de réguler le maintien de leur homéostasie 

respective. 

Une étude menée par Duran-Sandoval en 2004, a montré que l’expression de FXRα était 

diminuée dans les foies de rat rendus diabétiques par injection de streptozotocine et que cette 

modification des taux de FXRα causée par un déséquilibre de l’homéostasie du glucose était 

normalisée par une supplémentation en insuline (Duran-Sandoval et al. 2004). En 

complément, la hausse des transcrits de FXRα dans les hépatocytes primaires de rat 

maintenus en culture en présence de glucose puis, la prévention de cet effet par l’insuline a 

permis de proposer que la régulation des métabolismes (lipides, acides biliaires) par FXRα ainsi 
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que l’expression de ce récepteur puissent être altérées chez les patients atteints de diabète 

ou de résistance à l’insuline. Depuis, ce lien s’est renforcé sur la base d’autres travaux ayant 

montré que l’activation de FXRα permettait d’améliorer l’hyperglycémie et l’hyperlipidémie 

chez des souris modèles de diabète (db/db) (Yanqiao Zhang et al. 2006). Enfin, la préparation 

de modèles animaux par modification de régime a aussi étayé cette relation puisque 

l’administration d’un régime riche en lipides et en cholestérol chez le rat tout comme 

l’utilisation d’un régime obésogène altèrent les taux d’expression de FXRα au niveau 

hépatique (Côté et al. 2013; Ghoneim et al. 2015).  

Même si les mécanismes de cette régulation ne sont pas encore totalement définis, certains 

acteurs semblent incriminés dans la mise en place de ces mécanismes de rétrocontrôles. Le 

facteur de transcription Hepatocyte Nuclear Factor 1-alpha (HNF1α) par exemple semble un 

candidat pertinent puisque : 1- le promoteur de FXRα contient  un  site de liaison à l’ADN pour 

HNF1α, 2- son inactivation chez la souris mène à une augmentation de l’abondance de FXRα 

au niveau hépatique, puis 3- la capacité de HNF1α à contrôler l’expression de FXRα dans le 

foie semble conservée dans l’intestin (Shih et al. 2001; Purushotham et al. 2012). Le facteur 

HNF4α qui appartient aussi à la famille des protéines HNF semble également participer à la 

régulation de l’expression du récepteur FXRα. D’abord connu comme cible de celui-ci, HNF4α 

est capable d’induire l’expression de FXRα dans les cellules de foie chez la souris au sein d’un 

complexe chromatinien contenant le récepteur PPARγ et le cofacteur PGC1α (Yanqiao Zhang 

et al. 2004). D’autres RN comme le récepteur GR sont également proposés comme régulateur 

de l’expression du gène de FXRα. En interagissant avec FXRα, le récepteur GR permet de 

diminuer son activité transcriptionnelle en recrutant le complexe de corépresseurs C-terminal 

Binding Protein (CtBP) dans un modèle de souris cholestatiques (Yan Lu et al. 2012). Enfin la 

diminution du niveau de FXRα dans le foie des souris ayant développé une inflammation aigüe 

en réponse à une injection de lipopolysaccharide (LPS) interroge sur la capacité des facteurs 

de la signalisation pro-inflammatoire à contrôler l’expression de FXRα qui semble également 

perturbé dans sa capacité à lier ses éléments de réponse (M. S. Kim et al. 2003). L’inhibition 

de la signalisation par FXRα après activation du facteur pro-inflammatoire NFκ-B à la fois in 

vitro et in vivo renforce la possibilité que ce facteur puisse exercer un rétrocontrôle négatif 

sur la régulation de l’expression du récepteur FXRα bien que les preuves expérimentales d’une 

action directe de NFκ-B au niveau de la région promotrice du gène de FXRα restent limitées 



Figure 14 : Modifications post-traductionnelles de la protéine FXRα.
La protéine FXRα possède trois sites de phosphorylation dont deux dans le DBD et un dans le
LBD (sérine135, sérine154 et thréonine442). Deux sites d’acétylation des lysines ont été décrits,
un dans le DBD et un dans la partie charnière (lysine157 et lysine217), entre lesquels est situé
un site de méthylation (lysine206). Un site de SUMOylation est suggéré dans le domaine LBD.
AF1, Activating Function ; DBD, DNA binding domain ; Hinge, domaine charnière ; LBD, Ligand
Binding Domain
Adapté de Kemper et coll. 2011 Biochim Biophys Acta.
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(Y.-D. Wang et al. 2008). La recherche de motifs de fixation à l’ADN au sein des régions 

promotrices du gène NR1H4 devrait contribuer à élargir le nombre de facteurs de transcription 

pouvant contrôler les taux de FXRα en intégrant des acteurs comme la protéine CDX2 qui par 

son activité participe à la différenciation et au maintien des épithéliums dans l’intestin 

(Modica et al. 2014).  

3.4.2 Modifications post-traductionnelles (TPM) de FXRα 

Actuellement le monde scientifique fait de nombreuses avancées dans la compréhension de 

la biologie de FXRα, notamment dans les mécanismes moléculaires employés pour réguler 

l’expression de ses gènes cibles et dans la régulation de son activité transcriptionnelle.  

Les travaux menés au cours des dernières années ont montré que les récepteurs nucléaires 

agissent comme des régulateurs de la transcription pour réguler des programmes génétiques 

spécifiques selon l’environnement et les stimulations auxquels sont exposées les cellules de 

l’organisme. Dans ce contexte, plusieurs études ont renseigné la participation de FXRα à la 

régulation des métabolismes (acides biliaires, glucides, lipides) et de l’inflammation avec des 

interrogations concernant les mécanismes dirigeant la spécificité de sa fixation à l’ADN, puis 

sa capacité à interagir avec ses cofacteurs pour modifier de façon spécifique des réseaux de 

régulation génétique. Certains de ces cofacteurs interviennent pour moduler de façon spatio-

temporelle l’expression de gènes en modifiant de façon post-traductionnelle non seulement 

les protéines histones de la chromatine mais aussi les RN et leurs protéines corégulatrices. 

Différentes études ont en effet montré que des Modifications Post-Traductionnelles (TPM) 

comme l’acétylation, la phosphorylation, la SUMOylation, l’ubiquitinylation et la méthylation 

pouvaient influer sur l’activité de FXRα en modifiant sa localisation, sa stabilité ainsi que sa 

capacité à lier l’ADN, puis à interagir avec ses protéines partenaires (Figure 14). 

Les travaux de Gineste et coll. ont identifié, deux sites de phosphorylation au niveau du DBD 

de FXRα, ciblés par la protéine kinase C. Cette modification par phosphorylation des sérines 

en position 135 et 154 renforce l’interaction du cofacteur PGC1α avec le récepteur FXRα pour 

augmenter son pouvoir transactivateur dans les cellules HepG2 (Gineste et al. 2008). 

Toutefois, il apparait également que la phosphorylation du résidu Ser154 puisse favoriser 

l’attachement de molécules d’ubiquitine afin d’accélérer la dégradation du récepteur FXRα 

par le protéasome (Hashiguchi et al. 2016). Les résidus lysines ciblés par l’ubiquitinylation ne 
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sont pas identifiés à ce jour mais l’inhibition du protéasome par le composé organique MG132 

stabilise le récepteur FXRα qui s’accumule fortement sous sa forme ubiquitinylée dans les 

cellules HepG2 (Kemper et al. 2009). A l’inverse, l’acétylation des résidus lysines 157 et 217 

par la protéine acétyltransférase p300 semble stabiliser FXRα puisque la mutation de ces 

résidus lysine (K) en arginine (R) réduit le temps de demi-vie du récepteur. Bien que 

l’acétylation de ces résidus au niveau du DBD (K157) et de la région charnière (K217) stabilise 

le récepteur, ces modifications bloquent sa capacité à activer la transcription en inhibant sa 

capacité à former un hétérodimère avec RXRα, puis à se lier au niveau de ses éléments de 

réponse. La liaison d’un ligand au récepteur FXRα renforce l’interaction avec la protéine p300 

pour contrôler de façon dynamique son état d’acétylation tout en prévenant sa désacétylation 

par la protéine SIRT1 (Kemper et al. 2009). Enfin, la méthylation de la lysine 206 par la protéine 

méthyltransférase SET7/09 complète les modifications post-traductionnelles décrites à ce jour 

au niveau de la région charnière pour accroitre la capacité de FXRα à réguler l’expression de 

ses gènes cibles (Balasubramaniyan, Ananthanarayanan, et Suchy 2012).  

Plusieurs résidus du domaine de liaison du ligand (LBD) et de la région carboxy-terminale de 

FXRα semblent aussi moduler la fonction du récepteur après modifications post-

traductionnelles. La phosphorylation de la thréonine 442 (T442) par la kinase PKC zéta favorise 

sa translocation vers le noyau et augmente sa capacité transactivatrice (Frankenberg et al. 

2008) alors que la phosphorylation de la Sérine 250 (S250) par l’AMPK  réduit la capacité de 

FXRα à activer la transcription génique (Lien et al. 2014). Enfin, les travaux de Ploton et coll. 

décrivent deux sites supplémentaires de phosphorylation au niveau des Sérine 325 et 357 par 

la kinase PKA qui confèrent une capacité plus importante à FXRα pour activer la transcription 

génique à partir d’un élément de réponse FXRE de type IR-1 (Ploton et al. 2018). 

Enfin, l’attachement de la protéine SUMO1 aux résidus lysines (K) 122 et 275 des domaines 

AF1 et LBD du récepteur réduit fortement sa présence au niveau des promoteurs cibles 

suggérant que la sumoylation puisse éteindre l’activité transcriptionnelle de FXRα en 

réduisant son recrutement au niveau des FXRE (Balasubramaniyan et al. 2013). Or, les travaux 

de Kim et coll. montrent que la sumoylation pourrait plutôt jouer un rôle d’aiguillage dans 

l’activation d’un répertoire de gènes cibles spécifiques de FXRα pour limiter la réponse 

inflammatoire induite par le facteur NF-κB. Cette inhibition par transrépression d’amarrage 

est néanmoins bloquée lorsque FXRα est modifié par acétylation sur sa lysine 217 ce qui met 



Figure 15 : Voies de synthèse et de biotransformation des acides biliaires
Les acides biliaires sont synthétisés selon deux voies à partir du cholestérol. Sous l’action de
plusieurs enzymes de la famille des cytochromes P450, le cholestérol est transformé en acide
cholique (CA) et en acide chénodésoxycholique (CDCA). Chez la souris, le CDCA est transformé
en acide muricholique α et β (MCA). Ces AB primaires sont ensuite conjugués à la taurine ou à
la glycine avant d'être sécrétés dans l'intestin où ils seront déconjugués par les bactéries du
microbiote pour devenir des AB secondaires. Chez l’Homme ils sont représentés par l’acide
lithocholique (LCA) et l’acide désoxycholique (DCA) tandis que chez la souris, les acides biliaires
primaires sont transformés en acide muricholique ω, acide muridésoxycholique (MDCA), acide
hyodésoxycholique (HDCA) et en acide hyocholique (HCA). Les AB sont ensuite
majoritairement réabsorbés dans la circulation portale pour regagner le foie où ils seront
recyclés en AB primaires. Adapté de Li et coll. 2019. Biochim Biophys Acta.
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en lumière une interaction fonctionnelle entre l’acétylation et la sumoylation dans le contrôle 

de l’expression des gènes pro-inflammatoires par FXRα avec des conséquences sur la fonction 

hépatique dans les maladies métaboliques comme l’obésité (Kim et al. 2015). En 

prolongement de ce travail, il apparait que ce mécanisme de transrépression de FXRα 

s’applique également à la modulation de l’inflammation au niveau de l’intestin puisque la 

mutation de la lysine 277 ne permet plus à FXRα de réprimer l’expression des gènes pro-

inflammatoires après activation par son ligand agoniste INT-747. La sumoylation de FXRα 

semble montrer un effet protecteur dans un modèle de colite expérimentale chez la souris. 

Ainsi l’ensemble de ces observations a justifié l’intérêt de cibler les acteurs de ces 

modifications post-traductionnelles afin d’augmenter l’activité de FXRα en réponse à des 

agonistes comme l’acide obéticholique (OCA, INT-747) pour le traitement de l’inflammation 

induite par des lésions hépatiques et/ou des troubles métaboliques (Jiyu Zhou et al. 2020). 

4 ROLES PHYSIOLOGIQUES MEDIES PAR FXRα 

4.1 FXRα, ACTEUR DE LA REGULATION DES ACIDES BILIAIRES ET DU CYCLE ENTEROHEPATIQUE 

4.1.1 Synthèse des acides biliaires 

4.1.1.1 Acides biliaires : Généralités  

Les acides biliaires (AB) sont des molécules amphipathiques qui permettent la digestion des 

lipides alimentaires et des vitamines liposolubles dans l’intestin. Ils sont synthétisés dans le 

foie à partir du cholestérol puis stockés dans la vésicule biliaire avant d’être excrétés dans le 

lumen intestinal où ils émulsionneront les graisses (Figure 15). Chez l'homme, la majorité de 

la synthèse des AB dans les hépatocytes s'effectue par une voie classique initiée par l'enzyme 

cytochrome P450 7A1 (CYP7A1), facteur limitant de la synthèse. Cette voie classique majeure 

(neutre) forme les principaux AB appelés acide cholique (CA) et acide chénodéoxycholique 

(CDCA) à la suite d'un processus enzymatique à plusieurs étapes impliquant les cytochromes 

P450 CYP8B1 et CYP27A1. En complément, le cytochrome P450 CYP27A1 initie une voie 

alternative (acide) de synthèse des AB par hydroxylation et oxydation du cholestérol qui est 

ensuite hydroxylé en CDCA par l’enzyme CYP7B1. Peu après leur synthèse, les AB sont 

conjugués aux acides aminés glycine ou taurine pour former des sels de sodium (sels biliaires), 



Figure 16 : Régulation du cycle entéro-hépatique des AB par FXRα.
Les acides biliaires sont synthétisés dans les hépatocytes, conjugués avec les acides aminés
taurine ou glycine par les enzymes BAAT et BACS, puis excrétés par les transporteurs BSEP et
MRP2 avant d’être stockés dans la vésicule biliaire. Lors d’un repas, les AB sont déversés dans
l’intestine pour émulsionner les lipides alimentaires. Environ 95% des AB sont réabsorbés au
niveau des entérocytes par les transporteurs ASBT. Dans les entérocytes, l’activation de FXRα par
les AB induit l’expression de la protéine de liaison I-BABP et des transporteurs d’efflux OSTα et β
pour libérer les AB dans la circulation portale. De retour au foie via les transporteurs
membranaires NTCP, les AB stimulent FXRα pour inhiber l’expression des enzymes CYP7A1 et
CYP8B1 et freiner leur synthèse via le récepteur nucléaire SHP. En parallèle, l’activation de FXRα
dans l’intestin, active l’expression et la sécrétion du facteur FGF15/19 dans la veine porte qui en
se fixant à son récepteur hépatique FGFR4 inhibe par un rétrocontrôle supplémentaire
l’expression des enzymes CYP7A1 et CYP8B1 via la signalisation dépendante de la protéine
kinase JNK . Issu de Lee et coll. 2006 Trends Biochem Sci
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par l’action respective des enzymes Bile Acid-CoA Synthase (BACS) et Bile Acid N-amine 

Acetyltransferase (BAAT) (Solaas et al. 2000).  Ces derniers seront ensuite dirigés vers la 

vésicule biliaire avant d'être libérés dans le tractus intestinal où des transformations 

microbiennes au sein de l'intestin convertiront les AB primaires CA et CDCA en AB secondaires 

correspondants, l’acide déoxycholique (DCA) et l’acide lithocholique (LCA). La plupart des 

acides biliaires, y compris l'acide α-muricholique (αMCA) et l'acide β-muricholique (βMCA) 

dérivés du CDCA chez la souris, seront par la suite réabsorbés dans l'iléon et ramenés au foie 

par la veine porte. 

Chez l’homme, le pool d’AB se compose d’environ 40% de CA, 40% de CDCA et 20% DCA. Chez 

la souris, la majorité des CDCA sont convertis en acide α-muricholique (MCA) et β-MCA, par 

conséquent, le CA et α/sβ-MCA sont les principaux acides biliaires primaires dans le pool d’AB 

de souris. Chez l’homme, l’UDCA, un acide biliaire secondaire et les MCA ne sont 

généralement pas détectés. Chez la souris, le pool d’acide biliaire hautement hydrophile se 

compose d’environ 50 % de CA et de 50 % de CA et de β-MCA. La voie alternative peut être 

responsable de la synthèse d’environ 50% des acides biliaires chez les rongeurs (Jianing Li et 

Dawson 2019).  

4.1.1.2 Régulation des voies de synthèse des AB par FXRα 

Les données cumulées au cours des dernières années ont montré que les acides biliaires 

synthétisés au niveau hépatique activent le récepteur nucléaire FXRα afin de mettre en place 

plusieurs boucles de rétrocontrôle pour réguler leur biosynthèse (Makishima et al. 1999; Parks 

et al. 1999; H. Wang et al. 1999) (Figure 16). La répression transcriptionnelle du gène de 

synthèse CYP7A1 après activation du récepteur FXRα par les acides biliaires a permis de mettre 

en évidence le rôle du récepteur nucléaire SHP (Small Heterodimer Partner) dans l’inhibition 

du facteur LRH-1 (Liver Receptor Homolog) pour mener à l’extinction du gène de CYP7A1 et 

freiner la synthèse des acides biliaires (Goodwin et al. 2000; T. T. Lu et al. 2000). La capacité 

de FXRα à contrôler de façon positive l’expression des gènes codant pour les enzymes BACS 

et BAAT a également éclairé les mécanismes par lesquels ce récepteur pouvait limiter la 

toxicité des acides biliaires en augmentant leur caractère hydrophile et leur solubilité par 

conjugaison avec les acides aminés glycine et taurine (Falany et al. 1994; Pircher et al. 2003). 
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L’analyse phénotypique des souris invalidées pour le gène de Fxrα (Fxrα-/-) a montré que ces 

souris bien que phénotypiquement normales présentaient une élévation des concentrations 

sériques d’acides biliaires après administration d’un régime enrichi en acide cholique avec un 

défaut de la répression du gène de synthèse Cyp7a1 (Kok et al. 2003; Sinal et al. 2000). Ainsi, 

la chute d’expression du gène de Shp dans le foie de ces animaux ne permet plus à Fxrα de 

freiner la voie de biosynthèse classique des AB en diminuant l'expression des gènes de Cyp7a1 

et de Cyp8b1 qui restent élevée malgré la forte accumulation d’acides biliaires chez ces 

animaux. Cette dérégulation du facteur SHP mène à une levée de la répression sur les gènes 

de Lrh-1 et de Hnf4a et au maintien de leur capacité à lier les régions promotrices des gènes 

de Cyp7a1 et de Cyp8b1 pour activer leur transcription avec une boucle de rétroaction 

inhibitrice supplémentaire sur Shp (del Castillo-Olivares et al. 2004; Goodwin et al. 2000). En 

complément, l'activation de FXRα dans l'intestin stimule l'expression et la sécrétion du facteur 

de croissance des fibroblastes 19 (FGF19, FGF15 dans les modèles de rongeurs) qui se lie aux 

complexes de récepteurs FGFR4/β-Klotho sur la membrane cellulaire des hépatocytes après 

leur trafic dans la circulation entéro-hépatique (Holt et al. 2003; Kong et al. 2012; Song et al. 

2001). Cette voie de signalisation fonctionnelle entre l'intestin et le foie participe à son tour à 

l’inhibition de l'expression des produits géniques de CYP7A1 et CYP8B1 par l'activation de 

voies de signalisation intracellulaire mobilisant les protéines kinases Extracellular signal-

Regulated Kinases 1/2 (ERK1/2) et c-Jun N-terminal protein Kinase ½ (JNK1/2). Enfin, 

l’utilisation de souris modèles porteuses d’une mutation perte de fonction spécifique de Fxrα 

au niveau du foie ou de l’iléon a montré que cette signalisation entre l’intestin et le foie 

exerçait une rétroaction négative dominante par apport à celle mise en place au niveau 

hépatique (Inagaki et al. 2005; I. Kim, Ahn, et al. 2007). 

4.1.2 Réabsorption des acides biliaires : Cycle entéro-hépatique 

4.1.2.1 Cycle entéro-hépatique 

Après conjugaison avec la glycine ou la taurine, les acides biliaires sont sécrétés dans la bile, 

puis stockés dans la vésicule biliaire. Lors d’une prise alimentaire, les acides biliaires se 

retrouvent dans la lumière duodénale où ils participent à la digestion et à l’absorption des 

graisses alimentaires. Plus de 95% des acides biliaires déversés dans l’intestin sont réabsorbés 

grâce à des mécanismes de diffusion passive ainsi que de transport facilité ou actif. Sous forme 
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liée à l’albumine, ces molécules amphipatiques regagnent le foie par la voie portale avant 

d’être sécrétées de nouveau dans la bile. Ce cycle entéro-hépatique intervient six à dix fois 

par jour chez l’homme sain et requiert le maintien d’une synthèse hépatique d’acides biliaires 

pour compenser les pertes fécales. La conservation du pool d’acides biliaires dans la 

circulation entéro-hépatique dépend donc de l’efficacité de leur réabsorption ainsi que de leur 

libération dans la lumière intestinale lors de la digestion.  

Dans la circulation entéro-hépatique, environ 95 % des acides biliaires sont réabsorbés par 

transport actif dans les entérocytes iléaux et recyclés vers le foie par la veine porte pour être 

à nouveau sécrétés dans le système biliaire et la vésicule biliaire. Dans chaque cycle entéro-

hépatique, les hépatocytes doivent synthétiser des AB de novo par un processus étroitement 

régulé pour remplacer ceux qui sont éliminés dans les fèces après s'être échappés de l'iléon. 

En plus des caractéristiques physicochimiques bien décrites de ces détergents naturels dans 

le maintien de l'homéostasie du cholestérol, de l'excrétion biliaire de composés hydrophobes 

et de l'absorption intestinale des graisses, il apparait clairement que des concentrations 

élevées ou anormales d’AB peuvent devenir cytotoxiques pour les cellules. En régulant 

l'expression génique des transporteurs ABC (ATP-binding cassette) et d’enzymes du 

métabolisme au sein d'hétérodimères permissifs contenant le récepteur RXRα, FXRα joue 

donc un rôle important dans la régulation du métabolisme et de la détoxication des AB en 

induisant l’expression des gènes impliqués dans leur conjugaison et leur transport afin 

d'améliorer leur élimination. 

4.1.2.2 Régulation de l’absorption par FXRα 

Après leur synthèse, les AB sont sécrétés dans la bile, qui s'écoule par le canal biliaire vers 

l'intestin où leur réabsorption au niveau de l’iléon permettra leur retour vers le foie avant 

d’être à nouveau sécrétés dans la bile et la vésicule biliaire (Figure 16). Dans cette circulation 

entre le foie et l’intestin, les AB peuvent favoriser leur propre élimination biliaire en stimulant 

l'expression de la pompe apicale d'efflux des sels biliaires Bile Salt Export Pump (BSEP ; 

ABCB11) et de la protéine de transport Multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2 ; 

ABCC2). Ces deux transporteurs de la famille ATP Binding Cassette (ABC) limitent le taux 

d'excrétion canaliculaire des AB et des ions organiques. Chez l'homme et le rongeur, la 

transcription à partir du promoteur du gène BSEP est activée par FXRα (Ananthanarayanan et 

al. 2001; Plass et al. 2002) et l'expression de BSEP dépend largement de la présence de ce 
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récepteur activable par les AB puisque son abondance est réduite chez les souris  invalidées 

pour le gène codant Fxrα (Sinal et al. 2000; Wagner et al. 2003; Zollner et al. 2003). 

Contrairement au transporteur BSEP, la régulation transcriptionnelle de MRP2 implique 

plusieurs ensembles de RN qui se chevauchent, reflétant le spectre de substrat diversifié de 

MRP2. En fait, MRP2 peut contrôler l'excrétion d'une large gamme d’AB conjugués et d'anions 

organiques, principalement avec le glucuronidate et le sulfate formés par les enzymes de 

conjugaison de phase II dans les hépatocytes (Keppler et König 2000). En plus de se lier avec 

une haute affinité aux éléments de réponse dans les promoteurs MRP2 de l'homme et du 

rongeur (Heidi R. Kast et al. 2002), il apparait que FXRα augmente aussi l'expression de la 

protéine Multidrug Resistance protein 3 (MDR3 ; ABCB4), qui secrète les phospholipides dans 

les canalicules biliaires, favorisant ainsi la formation de micelles mixtes et diminuant la toxicité 

des AB (L. Huang et al. 2003). Alors que les AB sont excrétés dans la bile canaliculaire dans des 

conditions normales, la plupart des AB conjugués sont activement réabsorbés dans l'iléon par 

un transporteur de sels biliaires dépendant du sodium Apical Sodium-Dependent Bile Acid 

Transporter (ASBT ; SLC10A2) situé sur le côté apical des entérocytes. Dans l'intestin grêle, 

FXRα augmente l'expression du transporteur ASBT, qui est important pour la réabsorption des 

AB au niveau de la lumière intestinale, ainsi que l’abondance des protéines Ileal Bile Acid 

Binding-Protein (IBABP) et Organic Solute Transporter α/β (OSTα/β), qui sont toutes les deux 

importantes pour le transport transcellulaire des AB (Calkin et Tontonoz 2012; Neimark et al. 

2004; Zollner et al. 2006). Les AB absorbés sont ensuite ramenés dans le sang portal par le 

transporteur d'acides biliaires dépendant du sodium NTCP (SLC10A1) et une famille de 

transporteurs d'anions organiques multi-spécifiques de la famille OATP (SLC21A), qui dirigent 

l'absorption des AB conjugués ou non, ainsi que de la bilirubine dans le foie (Suchy et 

Ananthanarayanan 2006; Trauner et Boyer 2003). La régulation du transporteur NTCP par les 

AB est complexe et diffère considérablement entre les humains et les rongeurs (Jung et al. 

2004). L'inhibition par rétroaction négative de l’activité de la protéines  NTCP chez les rongeurs 

(souris, rat) repose sur des mécanismes dépendants et indépendants de Fxrα/Shp et limite 

l'absorption hépatocellulaire des AB (Zollner et al. 2002). Comme pour la protéine NTCP, Fxrα 

réprime aussi le transporteur Oatp1b1 par l'intermédiaire de Shp et de Hnf4α, puis inhibe le 

système prédominant d'absorption des AB indépendant du sodium chez l'homme (Zollner et 

al. 2003). En revanche, Oatp1b3, un système de captation multi-spécifique pour les anions 

organiques, les xénobiotiques et potentiellement les AB, est positivement transactivé par Fxrα 
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(Jung et al. 2002). Un autre efflux de faible niveau de AB dans le sang systémique à travers la 

membrane sinusoïdale a également lieu et est médié par plusieurs transporteurs, y compris 

Ostα/β, Mrp/Abcc3 et Mrp4/Abcc4 (Ballatori et al. 2005; Zelcer et al. 2006).  

4.1.3 Biotransformation et élimination des acides biliaires 

Peu après leur synthèse, les AB sont conjugués aux acides aminés glycine et taurine pour 

augmenter leur solubilité dans l'eau et réduire leur cytotoxicité (Falany et al. 1994). Au fil des 

années, FXRα a été démontré non seulement comme un régulateur essentiel des enzymes 

BACS et BAAT de conjugaison des AB (Pircher et al. 2003; Solaas et al. 2000), mais aussi comme 

un facteur important des processus de détoxification des AB puisque l’activation de FXRα  par 

les AB mène à l’augmentation de l'expression du cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) pour 

stimuler les réactions d'hydroxylation de phase I (Handschin et Meyer 2003). Le récepteur 

FXRα est également impliqué dans la régulation des enzymes de phase II, notamment les UDP-

glucuronosyltransférases (UGT), les sulfotransférases (SULT) et les glutathion-S-transférases 

(GST) (Xu, Li, et Kong 2005; J. Zhou, Zhang, et Xie 2005) ce qui favorise la conjugaison de 

groupements hydrophiles afin d’augmenter davantage l’hydrophilie des AB. Chez l'homme, la 

régulation positive de l'expression du gène de la sulfatase SULT2A1 par FXRα semble jouer un 

rôle central dans la régulation de la sulfatation des AB et leur export par la pompe  

basolatérale MRP4 (Wagner et al. 2003; Assem et al. 2004; Makishima 2005). Outre leur 

sulfatation, les AB peuvent également être détoxifiés par glucuronidation dépendante des 

UDP-glucuronosyltransférases UGT2B4, UGT2B7 et UGT1A3, afin d’augmenter  leur solubilité 

et faciliter leur élimination rénale (Barbier et al. 2003; Yuan Lu et al. 2005; Trottier et al. 2006). 

Enfin, les AB peuvent moduler l'expression de l'UGT2B4 et de l'UGT2B7 par l'intermédiaire de 

FXRα (Barbier et al. 2003; Yuan Lu et al. 2005; Sugatani et al. 2005) et il devient maintenant 

évident que la défaillance de FXRα à diriger l’élimination biliaire et rénale des AB conjugués 

et/ou de leurs métabolites potentiellement toxiques en dehors de l’organisme peut mener au 

développement de certains états pathologiques. 



Figure 17 : Régulation du métabolisme du glucose par FXRα.
En réponse à une hausse de la glycémie et de la sécrétion d’insuline, le récepteur FXRα active
l’expression des enzymes GSKα pour stimuler la synthèse de glycogène hépatique et réprimer
les enzymes de la néoglucogenèse BP1, G6Pase et PEPCK via la protéine SHP. En complément,
FXRα réduit les taux de triglycérides et d’acides gras dont les taux trop élevés entraînent une
lipotoxicité et une perte de sensibilité à l’insuline. En limitant ces phénomènes, FXRα
augmente la synthèse de glycogène et réduit la néoglucogenèse hépatique. Adapté de Modica
et coll. 2010 Nucl Recept Signal.
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4.2 FXRα ET HOMEOSTASIE DU GLUCOSE 

4.2.1 Métabolisme du glucose 

Le glucose se situe au carrefour de différentes voies métaboliques. Lors d’une prise 

alimentaire augmentant les concentrations plasmatiques de glucose, l’organisme peut stocker 

les excédents sous forme de glycogène dans le foie avec la possibilité de le mobiliser à 

nouveau de façon rapide. L’insuline sécrétée par les cellules β du pancréas agit en parallèle de 

ce processus au niveau du foie et des tissus périphériques (muscles squelettiques, tissu 

adipeux) pour activer les voies enzymatiques de la lipogenèse qui utilisent le glucose sanguin 

pour alimenter la synthèse de triglycérides qui seront déposés en réserve dans les adipocytes. 

Deux acteurs clés de cette voie de la lipogenèse sont les facteurs Sterol Regulatory Element 

Binding Transcription Factor 1 (SREBP1C) et Carbohydrate Response Element Binding Protein 

(ChREBP) qui active la transcription des gènes des enzymes de la lipogenèse Fatty Acid 

Synthase (FAS), Acetyl-CoA Carboxylase (ACC) et Stearoyl-CoA Desaturase 1 (SCD1) en réponse 

à l’augmentation des concentrations de glucose.  

A l’inverse, l’augmentation des besoins de l’organisme en glucose provoque la dégradation du 

glycogène par glycogénolyse en complément de la néoglucogenèse hépatique qui engage des 

substrats non glucidiques comme le pyruvate, le lactate et le glycérol, dans une cascade de 

transformations qui mobilise les enzymes Phosphoenol-Pyruvate Carboxykinase (PEPCK), 

Fructose 1,6-Bis Phosphatase (FBP1) et Glucose-6-Phosphatase (G6Pase). Ces processus 

concourent au maintien de l’homéostasie glucidique tout en rendant le glucose disponible 

pour les cellules qui utilisent les transporteurs de la famille GLUT pour lui permettre de passer 

la membrane plasmique. 

4.2.2 FXRα et métabolisme glucidique 

L'activation du récepteur FXRα par les acides biliaires participe notamment à cette régulation 

du métabolisme glucidique en améliorant la sensibilité à l'insuline et en réprimant la 

néoglucogenèse hépatique (Figure 17). Cette capacité du récepteur FXRα à augmenter la 

sensibilité à l’insuline concerne aussi les tissus périphériques comme le muscle squelettique 

et le tissu adipeux pour réguler la lipogenèse et adapter les niveaux de triglycérides et d’acides 

gras libres (Ma et al. 2006). La caractérisation initiale d’une résistance à l'insuline chez les 

souris invalidées pour Fxrα (Fxrα-/-) a établi ce lien au niveau du foie pour poser le récepteur 
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Fxrα comme un régulateur du métabolisme du glucose et du maintien de son homéostasie 

(Cariou et al., 2006; Ma et al., 2006; Zhang et al., 2006). En accord avec cette observation, le 

traitement de souris diabétiques (db/db) et insulino-résistantes (ob/ob) avec l’acide cholique 

ou l’agoniste synthétique GW4064 améliore la sensibilité à l'insuline chez ces animaux et 

réduit les niveaux de glucose plasmatique (Cariou et al., 2006 ; Ma et al. 2006 ; Zhang et al., 

2006). En complément, l’activation du gène de l’aldo-cétoréductase Akr1b7 par le récepteur 

Fxrα pourrait également concourir à réguler la glycémie puisque la surexpression hépatique 

de Akr1b7 améliore la glycémie chez les souris diabétiques db/db (Ge et al. 2012). Ces 

changements semblent résulter en partie d’une répression transcriptionnelle des enzymes de 

la néoglucogenèse Pepck et G6pase par le récepteur Fxrα en plus de sa capacité à augmenter 

la synthèse du glycogène (revue dans Calkin et Tontonoz, 2012). Enfin des études plus 

récentes indiquent que le facteur Fgf15/19, sécrété par l'iléon suite à l'activation du Fxrα est 

capable de mimer les effets de l'insuline en freinant la néoglucogenèse après inhibition des 

co-régulateurs transcriptionnels cAMP Response Element Binding Protein (CREB) et 

Peroxisome proliferator-activated receptor-γ coactivator 1α (PGC-1α) (Kir et al., 2011; Potthoff 

et al., 2011; Potthoff et al., 2012; Schaap, 2012). Ces effets du facteur Fgf15/19 semblent aussi 

favoriser la synthèse hépatique de glycogène indépendamment de l’insuline ainsi que 

l’absorption de glucose par les cellules pré-adipocytaires 3T3-L1 sans effet sur la lipogenèse 

(Kurosu et al. 2007; Potthoff et al. 2011). 

Il a été rapporté que le traitement des cellules 3T3-L1 adipocyte-like avec FGF19 a eu comme 

conséquence l’absorption accrue de glucose et que FGF19 participe aux effets insuline-

indépendants sur la synthèse hépatique de glycogène sans effets sur la lipogenèse (Ma et al. 

2006) (Potthoff et al. 2011).  

Le récepteur FXRα prévient la hausse d’expression de la pyruvate kinase au niveau du foie 

(Liver-Pyruvate Kinase, L-PK) en réponse à une élévation des taux de glucose par un 

mécanisme de transrépression impliquant la libération du facteur de transcription ChREBP et 

le recrutement du corépresseur transcriptionnel SMRT au niveau de la région promotrice du 

gène de la L-PK. Ainsi, en s’associant aux facteurs ChREBP et HNF4α au niveau du promoteur 

du gène de la L-PK, le récepteur FXRα peut aussi réguler la glycémie en défavorisant la 

glycolyse du glucose en pyruvate par un mécanisme de transrépression (Caron et al. 2013).  
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4.3 FXRα ET METABOLISME DES LIPIDES 

4.3.1 Métabolisme des lipides 

4.3.1.1 Transport des lipides dans l’organisme 

Les lipides forment une famille de molécules organiques indispensables à l’organisme. 

Intégrant les triglycérides, le cholestérol et les phospholipides, ils répondent à la fois aux 

exigences structurelles des cellules en formant la bicouche lipidique membranaire ainsi qu’à 

leurs besoins énergétiques. Les lipides proviennent de l’alimentation mais peuvent être 

synthétisés par la lipogenèse à partir du glucose comme décrit ci-dessus. De par leur 

hydrophobicité, les lipides circulent dans l’organisme au sein de particules de transport 

appelées lipoprotéines. Les lipoprotéines sont formées d’une monocouche de phospholipides 

amphiphiles, de cholestérol libre et d’apolipoprotéines (Apo) dont l’organisation sphérique 

permet d’englober des triglycérides et du cholestérol sous sa forme estérifiée. On dénombre 

5 catégories de lipoprotéines regroupant les chylomicrons, les Very Low Density Lipoproteins 

(VLDL), les Intermediate Density Lipoproteins (IDL), les Low Density Lipoproteins (LDL) et les 

High Density Lipoproteins (HDL) (Zhang et al., 2014). Le métabolisme des lipoprotéines est 

complexe et fait intervenir de nombreux acteurs qui distinguent trois voies majeures : la voie 

exogène, la voie endogène et le transport inverse du cholestérol. La voie exogène correspond 

au trajet effectué par les lipoprotéines issues de l’intestin à destination des autres tissus de 

l’organisme afin de leur fournir l’énergie dont ils ont besoin. Lors d’une prise alimentaire, les 

lipides sont émulsionnés par les AB puis absorbés au niveau des entérocytes.  Ces molécules 

passent ensuite dans la circulation lymphatique sous forme d’une particule naissante appelée 

chylomicron, une forme initiale de lipoprotéine, riche en apolipoprotéines B48 (ApoB48) et A1 

(ApoA1). Au cours de leur migration, les chylomicrons subissent une maturation grâce aux 

échanges d’apolipoprotéines avec les particules HDL. Les chylomicrons se déchargent en Apo-

A1 et s’enrichissent en ApoE et ApoC2. L’acquisition d’ApoC2 permet au chylomicron d’activer 

la Lipoprotéine Lipase (LPL) dont le rôle est de dégrader les Triglycérides (TG) en Acides Gras 

libres (AG) puis en glycérol qui seront distribués aux tissus. Les chylomicrons hydrolysés, 

appelés remnants, composés alors majoritairement d’ApoE, sont ensuite captés par le foie 

pour être dégradés et recyclés (Nakajima et Tanaka 2017). 
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Au niveau du foie, les lipoprotéines empruntent la voie endogène pour rejoindre les tissus 

périphériques. Lorsque le taux de chylomicrons diminue dans la circulation, la source 

d’énergie disponible pour les tissus devient insuffisante. Le foie doit alors pallier ce déficit en 

synthétisant les lipoprotéines de très faible poids moléculaires pour transporter le cholestérol, 

les triglycérides ainsi que les ApoC1, ApoE et ApoB100. La dégradation des VLDL au cours de 

leur transport par la LPL libère les acides gras aux tissus avant d’être transformés au niveau 

plasmatique en lipoprotéines de type IDL puis LDL qui seront finalement captées par le foie 

grâce aux récepteurs LDL-R. 

Le retour du cholestérol jusqu’au foie pour transformation en acides biliaires et/ou son 

élimination dans la bile correspond à la phase finale du métabolisme des lipides. Cette phase 

de transport inverse permet au cholestérol présent dans les tissus périphériques d’être 

véhiculé au foie par la capture des lipoprotéines HDL grâce à la protéine de transport  

Scavenger Receptor class B type 1 (SR-B1). Au cours de ce transport, la Lécithine-Cholestérol 

Acyltransférase (LCAT) et son principal cofacteur ApoA1 assurent le remodelage et la 

maturation des pré-HDL en estérifiant le cholestérol à leur surface. Le transfert des esters de 

cholestérol des HDL matures vers d'autres lipoprotéines contenant l’ApoB (telles que les LDL 

et les VLDL) en échange de triglycérides par la protéine de transfert Cholesterylester Transfer 

Protein (CETP) offre une seconde voie de retour indirecte vers le foie par fixation des LDL à 

leur récepteur LDL-R en plus de la voie directe dépendante des HDL et de leur récepteur SR-

B1  (Beliard et al. 2019). 

4.3.1.2 Lipogenèse et lipolyse 

La plupart des tissus utilise le glucose comme source d’énergie et son stockage se fait 

généralement sous la forme de glycogène. Toutefois l’excès de glucose active la lipogenèse 

hépatique et mène au stockage des triglycérides au niveau du tissu adipeux. La libération 

d’insuline par les cellules pancréatiques en réponse à une hausse des taux de glucose 

plasmatique active l’expression du gène de la Glucokinase (GK) ainsi que de Acetyl-CoA 

Carboxylase (ACC), Fatty Acid Synthase (FAS) et Stearoyl-CoA Desaturase (SCD-1) qui 

participent respectivement à la glycolyse et la lipogenèse pour alimenter la synthèse des 

triglycérides de réserve dans les cellules adipeuses. 



Figure 18 : Régulation du métabolisme des lipides par FXRα.
En réprimant les enzymes de synthèse des AB, CYP7A1 et CYP8B1, l’activation de FXRα mène à
une accumulation de cholestérol hépatique. FXRα induit l’expression de la protéine PLPT qui
transfère les phospholipides et le cholestérol des LDL aux HDL. Cela mène à une augmentation
du récepteur SRB1 pour favoriser l’absorption des HDL et des lipoprotéines ApoE, ApoC1 et
ApoC4. L’activation de FXRα mène aussi à la répression de la lipogenèse hépatique en inhibant
l’expression du facteur SREBP1C via SHP. SREBP1C induit l’expression des gènes de synthèse des
AG et de la lipogenèse comme AceCS, FAS, ACC, et GPAT. En stimulant l’expression de PPARα,
FXRα favorise également le catabolisme des AG par la voie de la β-oxydation. En réprimant
l’expression de MTP, l’enzyme qui contrôle la fabrication des VLDL, FXRα diminue leur
production. L’activation de FXRα augmente la clairance des TG en stimulant l’activité de la
Lipoprotéine lipase (LPL) via l’induction d’ApoC2, et en stimulant l’expression du récepteur au
VLDL et du syndecan-1 pour l’absorption hépatique des LDL et IDL (remnants). Par ailleurs,
l’activation de FXRα réduit la clairance des TG en diminuant l’expression d’ApoC3 et ANGPTL3,
deux inhibiteurs de la LPL. Adapté de Modica et coll. 2010 Nucl Recept Signal.
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Réciproquement lorsque des besoins énergétiques de l’organisme augmentent, les lipides 

contenus dans les adipocytes sont mobilisés et transformés par un ensemble d’enzymes afin 

d’obtenir des composés assimilables par la cellule. Au cours de cette lipolyse, les lipases 

comme la lipoprotéine lipase (LPL) dégradent les triglycérides en glycérol et acides gras. Les 

acides gras ainsi libérés sont découpés par β-oxydation en groupements acétyl qui seront 

convertis en acétyl-CoA pour alimenter le cycle de Krebs et fournir de l’ATP. 

4.3.2 Rôle de FXRα dans le métabolisme des lipides 

Sinal et ses collaborateurs ont proposé à l’origine que FXRα puisse aussi contrôler les niveaux 

de lipides plasmatiques sur la base d’observations faites chez les souris Fxrα−/− présentant 

une augmentation de triglycérides plasmatiques et de cholestérol (Figure 18) (Sinal et al. 

2000). Ces travaux ont également montré que ces souris mutantes possédaient des niveaux 

plasmatiques plus élevés de cholestérol associé aux lipoprotéines de hautes densités (HDL) en 

plus d’une expression réduite du récepteur Srb1 au niveau hépatique menant à une baisse de 

la clairance des HDL circulants (Lambert et al. 2003; Zhang Yanqiao et al. 2006). La diminution 

des taux de LDL et de HDL circulants après activation de Fxrα chez des souris souffrant 

d’hypercholestérolémie a également permis de relier la participation de ce récepteur 

nucléaire à la régulation du métabolisme lipidique et au maintien de l’équilibre des 

concentrations sériques de lipides (Zhang Yanqiao et al. 2006). 

En diminuant l’expression du gène Srebp-1c, l’activation de Fxrα prévient l’accumulation des 

triglycérides et la sécrétion des VLDL chez les animaux modèles d’hypertriglycéridémie 

(Watanabe et al. 2004). Par ailleurs, il active l’expression du gène du récepteur Pparα afin de 

favoriser la β-oxydation des acides gras (Pineda Torra et al. 2003; Savkur et al. 2005). La 

répression du gène de la protéine de transfert microsomial (MPT) après activation de Fxrα ne 

permet plus de bloquer le transfert des triglycérides, des esters de cholestérol et des 

phospholipides vers l'apolipoprotéine B nouvellement synthétisée. Il apparait vraisemblable 

que ce mécanisme de régulation moléculaire puisse contribuer pareillement à la réduction de 

l’activité de lipogenèse qui s’appuie notamment sur la disponibilité des lipoprotéines de très 

basse densité (VLDL) au niveau du foie (Hirokane et al. 2004). 

L’activation des gènes d’apolipoprotéines comme l’ApoC2 par Fxrα semblerait plutôt favoriser 

l’élimination des lipoprotéines riches en triglycérides en augmentant l’expression du gène de 
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la lipoprotéine lipase Lpl au niveau du foie chez l’homme et les rongeurs (Heidi Rachelle Kast 

et al. 2001). En ce sens, les travaux de deux laboratoires indépendants montrent que 

l’activation du récepteur Fxrα réprime l’expression des gènes de l’Apoc3 et de la protéine 

apparentée à l’angiopoïetine (Angiopoietin-like 3, Angptl3) pour mener à une levée de 

répression de l’activité de la lipoprotéine lipase et favoriser le catabolisme des lipoprotéines 

des HDL matures transportant les esters de cholestérol (Claudel et al. 2003) (Watanabe et al. 

2004). Enfin, la répression par Fxrα de l’enzyme de conversion Proprotein Convertase 

Subtilisin Kexin 9 (Pcsk9), qui agit comme un inhibiteur du récepteur aux LDL (LDLR) in vitro 

(Langhi et al. 2008), propose un autre mode de régulation original pour contrôler 

l’internalisation et la transformation du cholestérol. Si on considère que la surexpression de 

cette protéine chez la souris augmente les taux de LDL et de cholestérol plasmatiques, elle  

accélère aussi la dégradation du récepteur au LDL (LDLR) à la membrane plasmatique des 

hépatocytes (Maxwell, Fisher, et Breslow 2005). 

En plus de contrôler l’expression de gènes codants pour des régulateurs du métabolisme des 

lipoprotéines par les voies exogène et endogène, la capacité de Fxrα à contrôler l’expression 

du gène du récepteur Srb1 dans les cellules de foie semble enfin réguler le transport inverse 

de cholestérol au cours de son acheminement des tissus périphériques vers le foie pour une 

élimination biliaire (Lambert et al. 2003). A cette compétence du récepteur Fxrα à réguler 

l'expression du Srb1 et l'absorption hépatique des HDL, s’ajoute celle du contrôle de la 

protéine de transfert des phospholipides Phospholipids Transfert Protein (Pltp) qui commande 

le transfert des phospholipides et du cholestérol des lipoprotéines de faibles densités (LDL) 

vers les lipoprotéines de fortes densités (HDL). Cela confère au récepteur Fxrα la propriété de 

moduler les principaux acteurs de la clairance des esters de cholestérol sériques tout en 

contrôlant l’expression d’apolipoprotéines hépatiques comme l'ApoE, l'ApoC1, l'ApoC4 dans 

ce contexte (Modica, Gadaleta, et Moschetta 2010). Au-delà de cette régulation du récepteur 

Srb1 par Fxrα au niveau du foie, la transposition de ce mécanisme régulateur de l’expression 

de Srb1 par Fxrα au niveau de la glande surrénale élargit la fonction régulatrice de ce récepteur 

au métabolisme extra-hépatique du cholestérol en alimentant les voies de synthèse des 

hormones stéroïdes (Chao et al. 2010; Hoekstra et al. 2012). Les modalités de ce mécanisme 

de régulation de la stéroïdogenèse seront davantage détaillées dans la partie à suivre relative 

à la régulation de l’activité endocrine du testicule par le récepteur aux acides biliaires FXRα.  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Lipoprot%C3%A9ine
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5 ROLE DE FXRα EN PATHOLOGIE ET CIBLAGES THERAPEUTIQUES 

Les premières études réalisées il y a plus de cinquante ans ont révélé que les AB agissent 

comme des agents clés pour solubiliser et éliminer le cholestérol hors de l'organisme, puis 

pour maintenir la force motrice du flux biliaire. Sur la base de ces observations, 

l'administration orale d’agoniste de FXRα comme l’acide chénodéoxycholique (CDCA) a été 

initialement utilisée pour dissoudre les cristaux de cholestérol obstruant les canaux biliaires 

chez les patients présentant des lithiases biliaires avant d’être remplacé par l'acide 

ursodéoxycholique (UDCA ou Ursodiol), un dérivé plus hydrophile permettant de réduire la 

cirrhose biliaire et l'hépatotoxicité  (Hofmann et Roda 1984; Eirini, Emmanuel, et Dimitri 2011; 

Makino et al. 1975). Ainsi, l'UDCA et son analogue synthétique 24-nor-UDCA améliorent 

l'écoulement de la bile et l'excrétion des AB potentiellement toxiques chez les patients 

atteints de maladies cholestatiques causées par une obstruction mécanique des voies biliaires 

ou par des troubles métaboliques de la formation et du transport des AB provoqués par des 

défauts génétiques héréditaires, à une grossesse ou à des médicaments (Sepe et al. 2018). La 

section ci-dessous s’efforcera donc de répertorier les approches développées sur la base d’une 

modulation de l’activité du récepteur FXRα qui suscite un intérêt grandissant pour le 

développement de stratégies thérapeutiques visant à améliorer la prise en charge des patients 

atteints de troubles métaboliques et de cancers. 

5.1 FXRα ET PATHOLOGIES METABOLIQUES 

La caractérisation phénotypique de souris déficientes pour Fxrα a mis en évidence le rôle 

potentiel de ce récepteur nucléaire en tant que régulateur dans différentes voies 

métaboliques. Les souris Fxrα-/- présentent un profil lipidique caractérisé par une hausse de 

triglycérides plasmatiques, d’acides gras libres et de lipoprotéines (VLDL, HDL, LDL) en 

combinaison avec une intolérance au glucose et une résistance à l'insuline. Malgré ce profil 

pro-athérogène, les souris Fxrα-/- ne développent pas de plaques détectables de façon 

spontanée, même lorsqu'elles sont soumises à un régime riche en lipides et en cholestérol 

(Hanniman et al. 2005). Toutefois, certaines études ont démontré un effet bénéfique 

d’agonistes de FXRα comme le 6-ECDCA et le WAY-362450 pour protéger contre le 

développement de lésions d’athérosclérose aortique chez des souris modèles de dyslipidémie 
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(Mencarelli et al. 2009; Hartman et al. 2009). Ces dyslipidémies s’accompagnent également 

chez les animaux invalidés pour Fxrα d’une altération  de la signalisation initiée par l’insuline 

dans le muscle squelettique et le tissus adipeux (Duran-Sandoval et al. 2004; Yanqiao Zhang 

et al. 2006; Ma et al. 2006). Ainsi, la majeure partie des données disponibles à ce jour montre 

que l’activation de Fxrα par des agonistes normalise la glycémie en augmentant la sensibilité 

à l’insuline dans le foie et les tissus périphériques, puis en réduisant la néoglucogenèse 

hépatique chez les animaux nourris avec des régimes riches en graisses. Plusieurs études ont 

en effet suggéré que la modulation de l’activité du récepteur Fxrα ainsi que du métabolisme 

de AB puissent améliorer les paramètres glycémiques dans les modèles de souris obèses 

db/db et ob/ob  ainsi que chez l’homme atteint de diabète de type 2 (Bays et al. 2008; Chávez-

Talavera et al. 2017; Staels et Kuipers 2007; X. X. Wang et al. 2010; Yanqiao Zhang et al. 2006). 

Dans ce contexte, les séquestrants d’AB (cholestyramine, colesevam), utilisés en clinique pour 

traiter les dyslipidémies, ont aussi procuré des bénéfices importants dans la prise en charge 

des patients atteints de diabète de type 2 (Bays et al. 2008; Q. Shang et al. 2009; Garg et 

Grundy 1994; Staels et Kuipers 2007).  

 L’activation de FXRα montre également des effets protecteurs sur le développement et la 

progression de l'athérosclérose bien que des effets indésirables comme la réduction des HDL 

aient été rapportés (Moris et al. 2017). Une récente étude a montré que l'activation du Fxrα 

par l’agoniste synthétique GW-4064 stimulait la sécrétion d'adiponectine chez la souris pour 

diminuer le remodelage et le dysfonctionnement de la fonction cardiaque causés par un 

infarctus du myocarde (Xia et al. 2018). Malgré l’absence de noyau, les plaquettes expriment 

divers facteurs de transcription qui régulent leur fonction via des mécanismes indépendants 

de l'ADN. L'activation des plaquettes est réprimée par les ligands GW-4064 et INT-747 de 

FXRα, en réponse à la stimulation des récepteurs du collagène ou de la thrombine, ce qui 

conduit à la réduction de la mobilisation du calcium, de la liaison du fibrinogène et de 

l'agrégation (Moraes et al. 2016).  

5.2 FXRα DANS LES PATHOLOGIES HEPATIQUES 

La capacité de l'UDCA à réduire l'absorption et la synthèse des AB, tout en stimulant leur 

élimination hépatocellulaire et biliaire, a validé son utilisation comme traitement de première 

ligne non seulement pour la cholestase mais aussi pour une multitude d'autres lésions 
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cholestatiques comme la cirrhose biliaire primitive (Primary Biliary Cirrhosis, PBC), la 

cholangite sclérosante primitive (Primary Sclerosing Cholangitis, PSC), la cholestase 

intrahépatique gravidique (Intrahepatic Cholestasis of Pregnancy, ICP) et la cholestase 

intrahépatique familiale progressive (Progressive Familial Intrahepatic Cholestasis, PFIC). 

Cependant, l'efficacité limitée de l'UDCA à restaurer les flux biliaires a poussé le 

développement de nouvelles approches thérapeutiques afin de prévenir l’accumulation des 

AB ou de métabolites toxiques dans le foie qui pourraient générer une fibrose, une 

inflammation voire une cirrhose. Les études expérimentales utilisant des modèles animaux 

mimant des lésions hépatiques cholestatiques (ligature du canal biliaire, génie génétique, 

alimentation enrichie en AB) ont fortement contribué au développement d’agonistes 

stéroïdiens (semi)synthétiques (6-ECDCA) et non stéroïdiens de FXRα (fexaramine, GW-4064, 

PX20606) pour orchestrer une réponse adaptative lorsque les niveaux en AB intrahépatiques 

et systémiques augmentent (pour des revues, (Zollner, Wagner, et Trauner 2010; Wagner, 

Zollner, et Trauner 2010)). 

Dans des conditions cholestatiques, les changements d’expression de protéines de synthèse 

et de transport des AB induits par l’activation FXRα représentent une réponse compensatoire 

limitant l’accumulation hépatocellulaire de ces composés en plus de fournir d’autres voies 

d’excrétion. Ainsi, l’activation de Fxrα par les agonistes GW-4064 ou 6-ECDCA prévient les 

lésions hépatiques chez des souris modèles de cholestase (Fiorucci, Clerici, et al. 2005; Y. Liu 

et al. 2003). De plus, l’expression de Fgf15 induite par Fxrα au niveau de l’intestin modifie 

l’expression hépatique du gène de Cyp7a1 et la composition quantitative/qualitative des AB 

pour prévenir les lésions cholestatiques chez ces animaux (Modica et al. 2012). Par 

conséquent, il n’est pas surprenant que l’agoniste de FXRα 6-ECDCA soit capable de restaurer 

un flux biliaire réduit et d'améliorer la cholestase chez les patients atteints de cirrhose biliaire 

primitive (Nevens et al. 2016). 

Selon les études animales et les essais cliniques, il est noté qu'outre la cholestase, l'agoniste 

FXRα 6-ECDCA s'est également montré prometteur dans le traitement de la stéatose 

hépatique non alcoolique ainsi que de la stéatohépatite non alcoolique. La stéatose hépatique 

non alcoolique (Non Alcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD)  représente la pathogénie hépatique 

la plus courante et se caractérise par une accumulation de lipides dans les hépatocytes pour 

évoluer progressivement  vers  une stéatohépatite non alcoolique (Non-Alcoholic 
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Steatohepatitis, NASH), une fibrose hépatique, puis un carcinome hépatocellulaire 

(Hepatocellular Carcinoma, HCC) accompagné  d’une insuffisance hépatique (Hardy et al. 

2016). Chez les patients atteints de NAFLD, la diminution de l’expression de FXRα au niveau 

du foie est corrélée à une augmentation  de la synthèse de triglycérides dans ce tissu (Z.-X. 

Yang, Shen, et Sun 2010). En accord avec les fonctions précédemment décrites de Fxrα dans 

la régulation du métabolisme des lipides et des glucides, l’activation de Fxrα par le 6-EDCDA 

inhibe le développement de la stéatose dans un modèle de rat obèse Zucker (fa/fa) (Cipriani 

et al. 2010). De plus, l’administration de l’agoniste synthétique WAY-362450 réduit la stéatose 

hépatique et l’inflammation associées à l’hypertriglycéridémie chez les souris nourries avec 

un régime riche en glucides (X. Liu et al. 2014). 

La plupart des maladies hépatiques chroniques comme la NASH (ou maladie du foie gras) 

provoque au cours de leur évolution une réponse réactionnelle du foie qui créé des lésions 

fibrotiques afin d’opérer une cicatrisation en réponse aux agressions hépatiques. L’initiation 

de cette fibrose et sa progression dépendent de facteurs fibrogéniques produits par les 

cellules stellaires hépatiques activées (HSC) et de protéines de la matrice extracellulaire 

(Tsuchida et Friedman 2017). En induisant une inflammation, la hausse chronique des AB 

semble favoriser la transformation néoplasique des hépatocytes (Perez et Briz 2009). Dans ce 

contexte, si le récepteur FXRα  a été montré pour inhiber le facteur pro-inflammatoire  NF-κB, 

l’activation de NF-κB est également décrite pour réprimer l’expression du gène de  FXRα in 

vivo et in vitro (Y.-D. Wang et al. 2008). De manière intéressante, l’activation de FXRα par 

l’agoniste WAY-362450 diminue néanmoins l’inflammation lors du développement de la 

fibrose hépatique chez des souris modèles de stéatohépatite non alcoolique (S. Zhang et al. 

2009). Enfin, bien que le récepteur FXRα soit faiblement exprimé dans les cellules HSC, sa 

capacité à activer l’expression du gène codant le répresseur SHP inhibe leur activité pour 

mener à une régression de la fibrose (Fiorucci et al. 2004; 2005).  

5.3 FXRα DANS LES CANCERS 

Les acides biliaires sont largement incriminés dans la pathogenèse des malignités humaines, 

notamment dans le carcinome hépatocellulaire (CHC) (W. Zhang et al. 2015; Stanimirov, 

Stankov, et Mikov 2015), le cancer gastrique (Carino et al. 2016), le cancer de l'œsophage 

(Matsuzaki et al. 2013; Abdel-Latif et al. 2016), le cancer du pancréas (Joshi et al. 2016; Feng 
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et Chen 2016) et le cancer du sein (Swales et al. 2006; Giaginis et al. 2017). Sans surprise, 

plusieurs études associent une fonction de répresseur de tumeurs au récepteur FXRα 

notamment dans le foie où sa perte est associée à la progression des CHC (X. Huang, Zhao, et 

Huang 2015). Ainsi, les troubles du métabolisme des AB ont souvent été associés au 

développement des CHC et décrits chez plusieurs modèles animaux (I. Kim, Morimura, et al. 

2007; F. Yang et al. 2007) ainsi que chez l’homme (T. Chen et al. 2011; Knisely et al. 2006). Les 

premiers travaux de De Gottari et coll. ont suggéré que la perte de FXRα contribuait à la 

tumorigenèse du cancer colorectal et soutenaient l'idée que les AB soient probablement 

cancérigènes chez l'homme et les rongeurs (Gottardi et al. 2004; Jansen 2007). Dans cette 

optique, les souris dépourvues de Fxrα montrent une altération du contrôle de l’homéostasie 

des AB et développent spontanément des carcinomes hépatocellulaires mais il apparait que 

la séquestration des AB avec la cholestyramine réduit l'incidence de ces tumeurs (F. Yang et 

al. 2007; I. Kim, Morimura, et al. 2007) . Chez l’homme, la signalisation par le récepteur FXRα 

est inhibée dans le foie de patients présentant un CHC (Wolfe et al. 2011; Su et al. 2012) en 

comparaison avec les tissus péritumoraux et l’expression de ce récepteur est inversement 

corrélée avec les caractéristiques clinico-pathologiques malignes des CHC (taille de la tumeur, 

grade clinique, différenciation et l’encapsulation du tissu tumoral (Wolfe et al. 2011; Su et al. 

2012)). Dans l’intestin, la perte de fonction de Fxrα augmente également le taux de formation 

de tumeurs chez les souris et confirme le lien de causalité entre les concentrations élevées en 

AB et les cancer gastro-intestinaux (Maran et al. 2009).  

Par conséquent, l'activation de FXRα par des ligands non dérivés des AB a été proposée 

comme une stratégie attrayante pour protéger contre la carcinogenèse du foie et de l'intestin, 

mais le mécanisme par lequel FXRα supprime la carcinogenèse reste à étudier puisque certains 

de ses ligands agonistes augmentent la chimiorésistance dans les cellules du colon et du foie 

(Herraez et al. 2012; J. Vaquero, Briz, et al. 2013). Ce mécanisme repose probablement sur 

l’augmentation de l'expression des gènes du métabolisme et du transport des médicaments 

afin d'inactiver et d'exporter les anticancéreux hors des cellules avec un impact sur le résultat 

de la chimiothérapie. À la lumière de ces études, les effets différentiels de ces agonistes de 

FXRα dans différents tissus cancéreux pourraient être dus aussi à différents variants qui 

présentent une expression, une affinité de liaison au ligand et une activité transcriptionnelle 

différentielles. Il est également possible que les polymorphismes et les modifications post-
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traductionnelles contribuent aux rôles différentiels de FXRα après activation par ses ligands 

dans les cancers humains. Par conséquent, le développement de composés efficaces et 

sélectifs pour chaque variant du récepteur, en fonction de la voie de signalisation et de la 

maladie dans laquelle ils sont impliqués, pourrait être crucial pour valider FXRα en tant que 

cible thérapeutique cliniquement pertinente liée à la maladie, afin de minimiser les effets 

secondaires et d'améliorer l'efficacité. 

5.4 ALTERATIONS METABOLIQUES ET TROUBLES DE LA FERTILITE MASCULINE.  

Plusieurs études corrèlent des altérations de concentrations plasmatiques de cholestérol aux 

anomalies de la fonction de reproduction pour mener à l’infertilité masculine. Ce lien entre 

l’homéostasie lipidique et la fertilité est clairement mis en évidence chez les patients qui 

souffrent d’hyperlipidémie ou de syndrome métabolique (Kaplan, Meehan, et Shah 2006; 

Kasturi, Tannir, et Brannigan 2008; Padrón et al. 1989). Ceci a été confirmé par la génération 

de plusieurs modèles de souris génétiquement modifiées pour des gènes régulateurs du 

transport et du métabolisme des lipides ainsi que chez les animaux nourris avec un régime 

riche en cholestérol (Lancellotti et al. 2010; Shalaby, Zorba, et Kamel 2004). 

L’hyperinsulinémie rencontrée fréquemment dans les maladies métaboliques semble aussi 

participer à l’apparition des troubles de la fertilité en altérant la fonction endocrine du 

testicule (Pitteloud et al. 2005). A cette étiologie complexe s’ajoute les données cliniques et 

expérimentales qui indiquent que l'amélioration du flux biliaire par l’acide ursodésoxycholique 

(UCDA) produit des effets bénéfiques sur le système reproducteur chez les patients souffrant 

de cholestase de longue date en prévenant l'hypogonadisme comme cela a été démontré chez 

le rat mâle souffrant de cholestase chronique induite par une ligature permanente du canal 

biliaire (Karagiannis et Harsoulis 2005; Saad et Mahmoud 2014). Ces effets positifs de l'UCDA 

suggèrent qu’un déséquilibre des taux d’acides biliaires plasmatiques puisse être également 

délétère pour les fonctions endocrines et exocrines des testicules et ont justifié de 

nombreuses études qui ont mis en évidence au cours des dernières années un lien significatif 

entre le métabolisme des AB et les troubles de la fertilité masculine (Baptissart et al. 2014). 

Un état des lieux des connaissances actuelles sur les étapes de développement du testicule, 

l’acquisition puis la régulation de ses fonctions endocrines et exocrines ainsi que sur la 

participation du récepteur nucléaire FXRα à la régulation de ces événements est proposé dans 
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le chapitre suivant afin de dégager les arguments qui ont fondé la problématique de mon 

projet de recherche doctoral. 
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Figure 19 : Développement du testis fœtal chez la souris.
A) Modèle de différenciation des lignées testiculaires au cours du développement chez la
souris. Les cellules germinales (jaunes) migrent vers les crêtes génitales avant la specification
du testis. Les cellules de Sertoli (vert) sont les premières cellules somatiques à se différencier
dans l’organe. Elles sont suivies par les cellules endothéliales sanguines (rouge) qui vont initier
le développement d’une vascularisation artérielle primitive. Après une phase de prolifération
des cellules de Sertoli, les cellules de Leydig foetales (bleu) et cellules myoïdes péritubulaires
(marron) entrent en différenciation. La vascularisation s’enrichie avec l’apparition de veines et
de cellules endothéliales lymphatiques (noir). B) A partir du jour 13,5 post coit (dpc), les
compartiments testiculaires apparaissent avec développement des cordons testiculaires et de
l’espace interstitiel. A ce stade, les différents types cellulaires présents chez l’adulte sont en
place. Les cellules de Sertoli englobent les cellules germinales immatures tandis que les
cellules de Leydig et la vascularisation sont en place dans le milieu interstitiel. Issu de Svingen
et coll. 2013 Gene Dev.
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1 PHYSIOLOGIE TESTICULAIRE : DU FŒTUS A L’AGE ADULTE 

1.1 DEVELOPPEMENT FŒTAL DU TESTICULE 

Au cours du développement normal chez l’homme, les cellules germinales primordiales 

(Primary Germ Cells, PGC) issues de l’épiblaste apparaissent à la cinquième semaine de 

l’embryogenèse. En réponse à la signalisation induite par le ligand KIT Proto-Oncogene, 

Receptor Tyrosine Kinase (KITLG ou Stem Cell Factor, SCF) et les chimiokines C-X-C Motif 

Chemokine Ligand 12 et C-X-C Motif Chemokine Receptor 4 (CXCL12-CXCR4) ces cellules 

migrent et colonisent les crêtes génitales pour devenir des gonocytes et former le futur 

testicule. Chez l’embryon, la présence d’un chromosome Y dirige le développement de la 

gonade en testicule, sous l'influence des gènes de détermination Sex Determining Region Y 

(SRY) et SRY-Box Transcription Factor 9 (SOX9). Ces derniers induisent au sein de l'ébauche 

gonadique la différenciation des cellules de Sertoli constituant le premier événement de 

l'organogenèse testiculaire. Ces cellules aboutissent à terme à la formation des tubes 

séminifères qui englobent les PGC. Au sein du mésenchyme et dès la huitième semaine se 

différencie un contingent cellulaire qui aboutit à la formation des cellules de Leydig, sécrétant 

la testostérone. Sous l’influence du microenvironnement, les gonocytes se différencient en 

pré-spermatogonies, entrent en arrêt mitotique et perdent l’expression des antigènes 

embryonnaires. En parallèle, les cordons sexuels se différencient en tubules séminifères. En 

période postnatale, les cellules germinales devenues pré-spermatogonies se développent en 

spermatogonies de type A qui deviennent quiescentes pendant l’enfance. A partir de la 

puberté celles-ci subissent des phases de maturation et entrent en méiose pour produire les 

spermatozoïdes après le démarrage du processus de spermatogenèse (van de Geijn, Hersmus, 

et Looijenga 2009). 

1.1.1 Cellules de Sertoli  

Au jour embryonnaire E10.0-11.0 chez la souris et au cours de la quatrième semaine de 

développement chez l’homme, indépendamment du génotype de l’embryon (XX ou XY), la 

gonade indifférenciée peut évoluer soit vers un testicule soit un ovaire (Byskov 1986). Le gène 

codant SRY présent sur le chromosome Y oriente le développement des gonades vers un 

phénotype masculin dès le jour embryonnaire E10.5 chez la souris et entre 41 et 44 jours de 
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développement chez l’homme (Hacker et al. 1995; Byskov 1986) (Figure 19). Dans un premier 

temps, le gène codant SRY s’exprime dans certaines des cellules somatiques de la gonade 

précoce. Ce facteur est d’abord exprimé au centre de la gonade chez la souris avant de se 

diffuser le long de l’axe antéro-postérieur (Bullejos et Koopman 2001). Les études ont montré 

que le produit du gène SRY est nécessaire et suffisant pour transformer les cellules 

progénitrices somatiques de la gonade en cellules de Sertoli dont la différenciation constitue 

la première étape de l’organogenèse des testicules. Ainsi, les cellules de Sertoli dirigent la 

morphogenèse testiculaire au cours du développement fœtal et organisent la formation du 

cordon testiculaire, la vascularisation des testicules, tout en orchestrant la différenciation des 

cellules myoïdes péritubulaires et des cellules de Leydig fœtales (Cool, DeFalco, et Capel 

2012). Ces changements conduisent à la compartimentation des environnements somatiques 

en une niche spécialisée pour la spermatogenèse (cordons testiculaires) et un interstice 

responsable de la production d’androgènes. En complément, les cellules sertoliennes 

sécrètent l’Hormone Anti-Müllerienne (AMH) qui mènera à la régression des canaux de 

Müller, précurseurs des voies génitales femelles. 

Les cordons testiculaires, futurs tubules séminifères du testicule adulte, sont organisés dans 

les testicules fœtaux peu de temps après le démarrage de l’expression du gène SRY dans les 

cellules de Sertoli fœtales. Les tubules séminifères dans les testicules adultes sont essentiels 

à la fertilité masculine parce qu’ils forment la niche qui maintient les cellules souches 

spermatogoniales et dirigent la progression de la spermatogenèse. La migration des cellules 

de Sertoli et des cellules germinales vers l’intérieur des cordons au cours de la formation de 

la gonade fœtale, délimite le milieu interstitiel dans lequel les cellules somatiques se 

rassemblent. La membrane basale et la couche extérieure de cellules péritubulaires myoïdes 

séparent ensuite les cordons du milieu interstitiel (Cool, DeFalco, et Capel 2012; Tung, Skinner, 

et Fritz 1984). La différenciation de l’interstice et des cellules qu’il contient, comme les cellules 

myoïdes péritubulaires et les cellules de Leydig, est étroitement liée à la formation des 

cordons testiculaires. Les cellules myoïdes péritubulaires entourent la lame basale des 

cordons du testicule, tandis que les cellules de Leydig produisent des androgènes et le facteur 

de croissance Insuline-Like 3 (INSL3) qui sont nécessaires pour la virilisation de l’embryon 

masculin (Griswold et Behringer 2009). La croissance des cellules myoïdes et de Leydig est 

étroitement liée à l’activité des cellules de Sertoli. Ainsi, à partir du jour  E11.5 chez la souris, 
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les cellules de Sertoli produisent la protéine Desert Hedgehog (Dhh) dont le récepteur Protein 

patched homolog 1 (PTCH1) est exprimé par les cellules myoïdes et de Leydig dans 

l’interstitium (Bitgood, Shen, et McMahon 1996; Pierucci-Alves, Clark, et Russell 2001; Yao, 

Whoriskey, et Capel 2002).  

La colonisation des cellules germinales au niveau des crêtes génitales coïncide avec l’initiation 

de l’expression des gènes de SRY et de SOX9 dans les progéniteurs des cellules de Sertoli qui 

englobent les PGC et les enferment dans les cordons testiculaires. Entre les jours E13.5 et 

E15.5 chez la souris, les PGC subissent un arrêt de leurs divisions mitotiques pour rester 

bloquées en phase G0/G1 du cycle cellulaire puisque l’enzyme CYP26b1 exprimée 

principalement par les cellules de Sertoli inactive l’acide rétinoïque nécessaire pour initier 

leurs divisions méiotiques et leur différenciation.  

L’établissement de l’ensemble des lignées cellulaires du testicule, puis l’entrée en quiescence 

des cellules germinales marquent la phase finale de développement du testicule pour 

conduire à la formation des tubules séminifères adultes. Ces premiers programmes de 

morphogenèse du testicule et de prolifération des cellules de Sertoli reposent en grande 

partie sur la production de Fibroblast Growth Factor (FGF) par  les cellules de Sertoli ainsi que 

sur des acteurs sécrétés par les cellules de Leydig fœtales qui dirigent  la multiplication des 

cellules de Sertoli pour mener à l’allongement des cordons testiculaires. Ainsi, chez le fœtus, 

les tubules séminifères contiennent les cellules de Sertoli et les cellules germinales alors que 

le lumen n’est pas encore bien défini avant la puberté. La poursuite de la multiplication des 

cellules de Sertoli jusqu’à l’âge adulte conditionne donc la production du nombre de gamètes 

et l’augmentation de la taille du testicule. 

1.1.2 Cellules de Leydig 

Au cours du développement les cellules de Sertoli jouent un rôle crucial dans la différenciation 

des cellules de Leydig fœtales qui doivent produire des androgènes afin de masculiniser les 

embryons XY. Les cellules de Leydig se différencient dans les testicules fœtaux entre les jours 

E12.5 à E13.5 chez les rongeurs avant de dégénérer à la naissance pour être remplacées par 

des cellules de Leydig adultes  dans les 3 premières semaines post natales (Wen, Liu, et Gao 

2011; Wen et al. 2014). Les cellules de Leydig fœtales présentes dans les testicules ne 

possèdent pas d’activité 17β-hydroxystéroïde déshydrogénase (17βHSD3) et sont incapables 
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de  synthétiser  la testostérone dans le testicule contrairement au cellules de Leydig adultes  

(Shima et al. 2015). Au stade fœtal, les cellules de Leydig coopèrent avec les cellules de Sertoli 

pour produire la testostérone nécessaire au développement de l’embryon masculin (Shima et 

al. 2013) puisque l’androstenedione produit par les Leydig fœtales est transformé en 

testostérone par l’activité 17βHSD des cellules fœtales de Sertoli. Puisque la protéine KIT 

s’exprime au niveau des cellules de Leydig fœtales, il est probable que l’activation du 

récepteur c-KIT par son ligand KITLG soit nécessaire au développement de ces dernières 

(Manova et al. 1990). 

1.1.3 Cellules germinales 

Comme vu précédemment, les cellules germinales qui expriment le récepteur c-KIT migrent 

dès le jour E11.5 chez la souris sous l’influence du ligand KITLG pour coloniser les crêtes 

génitales où elles se multiplient par mitose pour devenir des gonocytes. Ces gonocytes 

arrêtent graduellement leur division à partir du jour E14.5 chez la souris pour s’accumuler sous 

une forme quiescente jusqu’à la naissance (Western et al. 2008). Ces gonocytes expriment 

plusieurs marqueurs de pluripotence comme la Phosphatase Alcaline Placentaire (PLAP) et le 

facteur de transcription OCT3/4 ainsi que le récepteur c-KIT qui disparait au cours du 

processus de maturation des cellules. Au début de la vie néonatale, les gonocytes suivent trois 

destins différents. En effet, 30 à 75 % d’entre eux dégénèrent par nécrose et apoptose (R.-A. 

Wang, Nakane, et Koji 1998; Orwig et al. 2002; Roosen-Runge et Leik 1968) et parmi les 

gonocytes restants, certains  demeureront à un état indifférencié pour constituer une réserve 

de cellules souches spermatogoniales et progénitrices (Clermont et Perey 1957; Drumond, 

Meistrich, et Chiarini-Garcia 2011). Enfin, l’autre population de gonocytes entrera en 

différenciation et en méiose quelques jours plus tard pour initier le premier cycle de 

spermatogenèse (Yoshida et al. 2006; Kluin et de Rooij 1981) avant que leur activité mitotique 

ne soit stoppée jusqu’à la puberté. Bien que les cellules germinales semblent être quiescentes 

pendant l’enfance, le nombre de cellules germinales aura approximativement doublé avant la 

puberté.  



Figure 20 : Voie de synthèse des androgènes dans le testicule.
La synthèse de la testostérone dans les cellules de Leydig dérive du cholestérol qui peut suivre
deux voies de synthèse, delta 4 et delta 5. Chez l'homme la voie delta 5 est majoritaire tandis
que la voie delta 4 est principale chez la souris. Issu de https://www.urofrance.org/base-
bibliographique/physiologie-des-androgenes-chez-lhomme-adulte

Voie Δ4Voie Δ5
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1.2 PUBERTE : ESSOR DES FONCTIONS ENDOCRINE ET EXOCRINE DU TESTICULE 

1.2.1 Fonction endocrine : rôle des cellules de Leydig 

1.2.1.1 Synthèse des stéroïdes 

Les hormones stéroïdes les plus importantes produites par les cellules de Leydig sont les 

androgènes, et en particulier la testostérone. Les androgènes sont essentiels pour les 

fonctions masculines comme la différenciation sexuelle, le développement des caractères 

sexuels secondaires, la spermatogenèse, l’appareil musculosquelettique et le comportement 

sexuel.  

La synthèse des stéroïdes par les cellules de Leydig est un processus organisé en plusieurs 

étapes successives (Figure 20). Ces molécules hydrophobes sont produites à partir du 

cholestérol dont le transport dans la mitochondrie est régulé par la protéine Steroidogenic 

Acute Regulatory protrein (StAR) (D M Stocco, 2000). Les cellules de Leydig assurent la 

stéroïdogenèse à partir d’une synthèse de novo à partir de l’acétate et/ou par capture de 

lipoprotéines riches en cholestérol estérifié. La biosynthèse des stéroïdes démarre avec la 

coupure  de la chaîne latérale du cholestérol par l’enzyme CYP11A1 (ou cytochrome P450scc, 

side-chain clivage) pour générer la prégnénolone (M.-C. Hu et al. 2004). Celle-ci est ensuite 

convertie en testostérone selon deux voies enzymatiques appelées Delta 4 (Δ4) et Delta 5 (Δ5) 

(Conley et Bird 1997). La voie Delta 4 (Δ4) convertit la prégnénolone en progestérone sous 

l’action de la 3β-hydroxystéroïde déshydrogénase/Δ5-4 isomérase (3βHSD). Le cytochrome 

CYP17A1 (cytochrome p450 17α-hydroxylase, 17,20-lyase) transforme ensuite la 

progestérone en androstenèdione, un substrat de l’enzyme 17β-hydroxystéroïde 

déshydrogénase (17βHSD) qui produit la testostérone. La voie Delta 5 (Δ5) quant à elle, est 

initiée directement par l’enzyme CYP17A1, qui permet la conversion de la prégnénolone en 

Déhydroépiandrostérone (DHEA). Ce sont les enzymes 17-βHSD et 3βHSD qui assurent sa 

conversion en androstenèdiol ou en androstenèdione, puis en testostérone. L’enzyme 3βHSD 

est responsable du passage de la voie Δ5 à Δ4. Chez les humains, la voie Δ5 prédomine parce 

que l’enzyme CYP17A1 a une faible activité 17,20-lyase pour la conversion de 17α-

hydroxyprogestérone en androstenèdione (Hammar et Petersson 1986). La testostérone 

produite est ensuite transformée en Dihydrotestostérone (DHT) par l’enzyme 5α-réductase, 

ou en estradiol (E2) par l’activité aromatase de CYP19A (cytochrome P450 aromatase).  



Figure 21 : Régulation de l’activité endocrine et exocrine du testicule par l’axe hypothalamo-
hypophysaire.
L'hypothalamus synthétise le facteur de libération des gonadotrophines (GnRH) pour activer
la sécrétion de l’hormone folliculostimulante (FSH) et de l’hormone lutéinisante (LH) par
l’hypophyse antérieure. La FSH agit sur les cellules de Sertoli pour stimuler la spermatogenèse
dans les tubes séminifères tandis que la LH active les cellules de Leydig pour synthétiser la
testostérone dans l’espace interstitiel. La liaison à la protéine de transport ABP permet de
concentrer les androgènes dans les tubes séminifères afin de stimuler les cellules de Sertoli et
la différenciation des cellules germinales. En retour, l’inhibine synthétisée par les cellules de
Sertoli effectue un rétrocontrôle négatif sur l’hypophyse pour diminuer la sécrétion de la FSH.
La testostérone induit également un rétrocontrôle négatif sur la sécrétion de LH et de GnRH.
Adapté de Dee Unglaub, Human Physiology : an integrated approach.
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La production de testostérone est stimulée par l’hormone lutéinisante (Luteinizing Hormone, 

LH) au niveau des cellules de Leydig afin de promouvoir la spermatogenèse via la stimulation 

des fonctions des cellules de Sertoli qui produisent la protéine de transport Androgen Binding 

Protein (ABP) sous l’action de la folliculostimuline (Follicle-Stimulating Hormone, FSH) afin de 

concentrer la testostérone dans le compartiment adluminal des tubes séminifères.  

1.2.1.2 Régulation hormonale par l’axe gonadotrope 

Le contrôle hormonal de la reproduction dans les deux sexes est réalisé par l’axe 

hypothalamo-hypophyso-gonadique ou axe gonadrotrope (Figure 21). La gonadolibérine 

(Gonadotropin releasing hormone, GnRH) synthétisée par l’hypothalamus contrôle la 

sécrétion de deux gonadotrophines par l’hypophyse antérieure : l’hormone 

folliculostimulante (FSH) et l’hormone lutéinisante (LH). La FSH et la LH agissent en retour de 

façon trophique sur les gonades. Bien que le contrôle primaire de la fonction gonadique ait 

lieu dans le cerveau, les gonades influencent également leur propre fonction. Les testicules 

secrètent des hormones peptidiques comme les inhibines qui agissent directement sur 

l’hypophyse pour freiner  la sécrétion de FSH ainsi que les activines qui la stimulent (Kaprara 

et Huhtaniemi 2018). 

La LH agit principalement sur les cellules endocrines en stimulant la production des hormones 

stéroïdes sexuelles et cible plus particulièrement les cellules de Leydig productrices de 

testostérone. La LH agit directement par son récepteur membranaire LH/CG receptor (LHCGR) 

sur les cellules de Leydig pour contrôler leur activité stéroïdogène. En retour, les stéroïdes 

sexuels exercent une rétroaction négative centrale sur leur propre synthèse en inhibant la 

libération hypophysaire de LH.  

La FSH active indirectement la spermatogenèse en stimulant les cellules de Sertoli. En concert 

avec la testostérone, la FSH contrôle la prolifération, la maturation et la fonction des cellules 

de Sertoli qui produisent les signaux régulateurs et nutritionnels nécessaires au maintien du 

développement normal des cellules germinales (Oduwole, Peltoketo, et Huhtaniemi 2018). 
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1.2.2 Fonction exocrine : production des gamètes mâles 

1.2.2.1 Rôle des cellules de Sertoli dans la fonction exocrine du testicule 

1.2.2.1.1 Maturation des cellules de Sertoli à la puberté 

La puberté représente un moment important dans le développement de la population de 

cellules de Sertoli. Au cours de leur différenciation, les cellules de Sertoli acquièrent les 

fonctions nécessaires pour soutenir et répondre aux besoins nutritionnels des cellules 

germinales (Figure 22) (Tarulli, Stanton, et Meachem 2012). Les transformations 

morphologiques et fonctionnelles des cellules de Sertoli jouent un rôle déterminant dans la 

physiologie du testicule adulte (capacité proliférative, organisation des protéines de jonction, 

perméabilité de la barrière hémato-testiculaire). Les anomalies de la mise en place des 

fonctions testiculaires auxquelles les cellules de Sertoli sont associées engendrent des 

troubles du développement regroupés dans le syndrome de dysgénésie testiculaire, comme 

les hypospadias, la cryptorchidie voire les cancers germino-testiculaire (Arendt et al. 2019; 

Nistal, Gonzalez-Peramato, et De Miguel 2013; Tarulli et al. 2013; Skakkebæk, Rajpert-De 

Meyts, et Main 2001).  

Plusieurs acteurs sont impliqués dans la différenciation cellulaire des cellules de Sertoli. On 

connaît bien le rôle du bouleversement hormonal pendant la puberté orchestrée par les 

hormones, telles que l’hormone folliculostimulante (FSH), les androgènes et l’hormone 

thyroïdienne. Des études montrent que les cellules germinales ont également une influence 

sur l’induction de la différenciation des cellules de Sertoli. Des analyses in vitro montrent que 

l’élimination des cellules germinales lors d’un choc hypotonique diminue la sécrétion de la 

protéine de liaison aux androgènes, de la transferrine et de l’inhibine par les cellules de Sertoli  

et la réintroduction des cellules germinales semble renversée cet effet (Galdieri, Monaco, et 

Stefanini 1984; Le Magueresse et Jégou 1988; Castellón, Janecki, et Steinberger 1989; Allenby, 

Sharpe, et Foster 1990). En complément d’autres travaux montrent aussi que les 

spermatocytes et les spermatides, secrètent des facteurs de croissance capables de réguler la 

production d’inhibine ainsi que les protéines de jonctions intercellulaires (Nicholls et al. 2009). 

1.2.2.1.2 Barrière hémato-testiculaire 

La Barrière Hémato-Testiculaire (BHT) est un élément structurel central dans la physiologie 

testiculaire dont l’objectif est de créer un microenvironnement adapté à la spermatogenèse. 
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Elle est assurée par les cellules de Sertoli reliées entre elles par de fortes jonctions occlusives, 

des desmosomes ou des jonctions communicantes permettant le cloisonnement avec l’espace 

interstitiel (Cheng et Mruk 2009; Cheng et al. 2010). L'intérêt de ce complexe réside en ce que 

les jonctions occlusives, constituent une véritable barrière anatomique aux substances issues 

de la circulation sanguine. La BHT peut-être caractérisée selon trois composantes : 

anatomique, physiologique et immunologique. La barrière anatomique est composée, par la 

membrane basolatérale des cellules de Sertoli, la membrane apicale et le complexe de 

jonctions serrées entre les cellules (Mital, Hinton, et Dufour 2011). Chacun de ces éléments 

régule la diffusion de l’eau, des électrolytes, des ions, des nutriments, des acides aminés et 

des hormones dans le compartiment adluminal (Means et al. 1980). 

La BHT est donc essentielle à (i) au maintien de l’architecture des cellules de Sertoli, (ii) à la 

production du liquide tubulaire en créant un micro-environnement essentiel à la méiose et à 

la spermiogenèse, (iii) à l’intégrité de la membrane plasmatique des cellules de Sertoli 

contenant des récepteurs membranaires comme celui de la FSH (Fawcett et Burgos, 1956). 

Ainsi, la BHT forme une barrière immunologique qui empêche les antigènes des cellules 

germinales méiotiques et post-méiotiques de générer des réactions auto-immunes délétères 

à la fertilité. Selon plusieurs auteurs, il apparait que la FSH et la testostérone soient impliquées 

dans la formation, le contrôle et le maintien de la BHT (de Kretser et Burger, 1972 ; Kerr et 

coll., 1993). 

Malgré le système complexe de jonctions intercellulaires, la BHT n’est pas hermétique en 

permanence et doit permettre la migration des cellules germinales en développement jusqu’à 

la lumière du tube. Elle montre en effet une restructuration très dynamique à des stades 

spécifiques de la spermatogenèse permettant le passage des cellules germinales qui 

continuent d’être étroitement ancrées aux cellules de Sertoli via les desmosomes (Russell 

1978). 

1.2.2.1.3 Rôle nutritif et hormonal des cellules de Sertoli 

Il est bien établi que la cellule de Sertoli produit le liquide tubulaire, des peptides, des 

protéines et des stéroïdes (Bardin et coll., 1988; Griswold, 1988; Jégou, 1992, 1993). Cela 

justifie son statut de cellule nourricière qui veille au bon déroulement de la spermatogenèse. 

Alors qu’une partie des produits des cellules Sertoli est adressée vers le lumen des tubules où 

le fluide transporte les spermatozoïdes fraichement différenciés ; les produits nécessaires aux 



Figure 22 : Anatomie du testis et spermatogenèse.
Le testis est divisé en lobules contenant les tubes séminifères. Ces derniers sont entourés
d’une lame basale sur laquelle reposent les cellules de Sertoli qui englobent les cellules
germinales en cours de maturation. Au cours de la spermatogénèse, la cellule germinale
immature diploïde se différencie en spermatocyte primaire, puis en spermatocytes
secondaires avant d’atteindre le stade de spermatides après les deux divisions méiotiques. Ces
derniers subiront différentes phases de maturation pour devenir in fine des spermatozoïdes.
Adapté de Allais-Bonnet et coll. 2014 Front Cell Dev Biol.
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cellules germinales précoces, cellules myoïdes péritubulaires, et aux cellules Leydig sont 

sécrétés vers le compartiment basal. Ce dernier se distingue du compartiment apical dans 

lequel se déroule généralement les divisions mitotiques, méiotiques et la spermiogenèse 

(Gunsalus et Bardin, 1991; Byers et coll., 1993). 

Parmi les protéines produites par les cellules de Sertoli figurent les hormones appelées 

inhibine et activine qui jouent respectivement un rôle clé dans les rétrocontrôles négatifs et 

positifs sur la production de la gonadotrophine FSH. L’hormone antimüllérienne (AMH) est 

une autre hormone protéique essentielle exclusivement produite par la cellule de Sertoli et 

dont l’activité provoque la résorption des canaux de Müller pour favoriser la masculinisation 

du tractus urogénital pendant la vie fœtale. Il convient de noter que l’AMH est toujours 

produite à tous les âges de la vie, mais son rôle paracrine (c.-à-d., dans le tubule séminifère) 

ainsi que sa fonction endocrine (par la circulation sanguine) sont largement inconnus chez le 

mâle adulte.  

1.2.2.2 Spermatozoïdes : stade final de la différenciation des cellules germinales 

La spermatogenèse peut être divisée en deux étapes : spermatocytogenèse et spermiogenèse. 

La spermatocytogenèse débute avec les spermatogonies, cellules germinales immatures dont 

la majorité subit des divisions mitotiques asynchrones avec une cellule fille se différenciant en 

spermatocyte primaire tandis que la deuxième reste spermatogonie pour entretenir la réserve 

de cellules souches (Figure 22). Les divisions mitotiques des spermatogonies durent 16 jours. 

Au cours de cette phase, la cellule germinale située dans le compartiment basal migre vers le 

compartiment adluminal. La poursuite de la maturation des spermatogonies dirige la cellule 

vers le stade spermatocyte primaire. Après une phase de croissance et la première division 

méiotique qui durent 24 jours, il devient spermatocyte secondaire. À la fin de ce processus se 

produit la seconde division méiotique avec la formation de deux spermatides rondes 

haploïdes. La durée de cette phase de la spermatogenèse ne dure que quelques heures.  

La deuxième étape de la spermatogenèse correspond à la spermiogenèse au cours de laquelle 

une spermatide ronde se transforme en spermatozoïde. Ce processus d’environ 24 jours 

comprend des étapes de spécialisation comme la condensation du noyau, la formation de 

l’acrosome (qui contient des enzymes nécessaires à la lyse de la membrane externe de 

l’ovule), le développement du flagelle (indispensable à sa mobilité), et une réduction du 
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cytoplasme. Le spermatozoïde toujours incapable de se mouvoir par lui-même, doit subir une 

dernière étape de maturation dans l’épididyme pour gagner en mobilité. 

1.3 REGULATION DES FONCTIONS TESTICULAIRES PAR FXRα 

Plusieurs études démontrent que FXRα est exprimé dans le testicule humain depuis le premier 

trimestre de la grossesse ainsi que dans les testicules d’autres espèces comme la souris 

(Muczynski et al. 2012; Martinot, Sèdes, et al. 2017). Chez la souris adulte, l’expression de 

FXRα a été décrite dans l’espace interstitiel, principalement dans les cellules de Leydig (Volle 

et al. 2007). Cette expression a été confirmée à la puberté lorsque les cellules de Leydig 

commencent à produire des concentrations de testostérone caractéristiques de l’adulte 

(Baptissart et al. 2016). L’utilisation de modèles murins a défini l’expression spatio-temporelle 

du récepteur Fxrα dans le testicule tout en démontrant son expression dans la lignée 

germinale et plus particulièrement dans les cellules germinales indifférenciées (Martinot, 

Sèdes, et al. 2017). En complément, une étude réalisée chez les amphibiens a également 

montré l’expression de Fxrα dans les cellules germinales primordiales et les spermatogonies  

(Alfaro et al. 2002). Chez l’Homme, une étude récente menée par Guo et coll. a montré par 

des études transcriptomiques à l’échelle de la cellule unique (Single cell) une expression de 

Fxrα dans les cellules de Leydig et dans les cellules germinales à plusieurs stades de maturation 

(Guo et al. 2018). Ces résultats suggèrent fortement que le récepteur nucléaire FXRα puisse 

être impliqué dans le contrôle des fonctions endocrines et exocrines du testicule. 

1.3.1 FXRα et fonction endocrinienne 

Le premier rôle décrit de FXRα dans le testicule repose sur sa participation à la fonction 

endocrinienne. En effet, l’utilisation de souris FXRα-/- en combinaison d’approches 

pharmacologiques utilisant l’agoniste synthétique de FXRα, GW-4064 a démontré que le gène 

codant pour le récepteur Shp, gène cible de Fxrα dans le foie, est également un gène cible 

dans les cellules de Leydig (Volle et al. 2007). Il a été démontré que l’augmentation de Shp est 

alors associée à la répression de l’expression et/ou de l’activité transcriptionnelle du récepteur 

Lrh1 et de Sf-1 qui sont décrits pour réguler positivement l’expression des gènes impliqués 

dans la stéroïdogenèse (Volle et al. 2007). Ainsi, la diminution de l’expression des gènes de la 

stéroïdogenèse Star, Cyp11a1 et 3β-Hsd après l’activation du récepteur Fxrα par son agoniste 
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dépend du récepteur nucléaire Shp (Volle et al. 2007). La participation du récepteur Shp à 

cette répression est soutenue par l’absence de variation des niveaux de testostérone chez les 

animaux invalidés pour le récepteur Shp (Shp-/-) et traités avec l’agoniste synthétique GW-

4064. De plus, les souris mutantes Shp−/− montrent des niveaux plus élevés de testostérone 

plasmatique et testiculaire liés à une maturation précoce du tractus génital masculin. En effet, 

la maturation sexuelle masculine est une période de développement clé selon le statut 

hormonal. L’identification de la participation de Fxrα sur la régulation de la fonction 

endocrinienne testiculaire a posé la question de son implication potentielle dans la maturation 

sexuelle masculine à la puberté. Ceci a été soutenu par des données associant des modèles 

expérimentaux des troubles hépatiques et une altération de la puberté (Van Thiel et al. 1985). 

Ces modèles expérimentaux ont montré des niveaux inférieurs de testostérone et de plus 

petits testicules. Récemment, les travaux de Baptissart ont permis d’élucider l’implication des 

AB et de leur récepteur Fxrα dans l’échec de la maturation sexuelle induit par une hausse des 

concentrations d’acides biliaires circulants lors d’une cholestase (Baptissart et al. 2016). 

L’administration d’un régime complémenté avec de l’acide cholique ou du ligand GW4064 

chez des souris mâles de 21 jours entraîne une altération de la spermatogenèse soulignant les 

effets délétères d’une exposition aux AB pendant la période pubertaire (Baptissart et al. 2016). 

Dans ce contexte, les testicules d’animaux exposés aux AB ont montré un nombre inférieur de 

spermatides allongés suggérant que la maturation sexuelle ait été retardée, ce qui a été 

corrélée à une production inférieure de sperme et à une fertilité réduite (Baptissart et al. 

2016). Ce défaut dans la spermatogenèse causé par une augmentation du taux apoptotique 

des cellules germinales en réponse à une hausse des AB est corrigé par la testostérone 

renforçant le lien entre le récepteur Fxrα et la régulation de l’activité endocrine du testicule 

(Baptissart et al. 2016).  

Chez les souris adultes, il apparait que Fxrα puisse exercer des effets locaux sur les cellules de 

Leydig et ce, de façon indépendante de l’axe hypothalamo-pituitaire bien que des liens 

existent entre la fonction de Fxrα et la régulation de l’axe hypothalamo-hypophysaire. En 

effet, il est montré que le récepteur Fxrα diminue la synthèse de testostérone en réprimant 

l’expression du gène codant pour le récepteur à la LH (Lhcgr)(Holota et al. 2019). Ceci mène à 

une diminution de la sensibilité à l’axe hypothalamo-hypophysaire, qui est le régulateur 

principal de la fonction endocrinienne du testicule. De plus, il a été démontré que l’expression 
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du récepteur Shp est diminuée en réponse à une stimulation par la  LH dans le testis (Vega et 

al. 2015). Ceci suggère que les voies de signalisation locales pourraient participer à la 

régulation précise de la fonction endocrinienne en interaction avec l’axe gonadotrope. 

Cette implication de Fxrα dans le contrôle de la synthèse des stéroïdes au niveau du testicule 

semble également conservée chez d’autres espèces. En effet,  les cellules porcines de Leydig 

traitées avec l’acide chénodéoxycholique (CDCA), montrent elles aussi une baisse de la 

production de stéroïdes sexuels après activation du récepteur FXRα par son agoniste naturel 

(Gray et Squires 2013). 

Même si les AB exogènes sont montrés pour réprimer la synthèse d’hormones stéroïdes dans 

le testicule, la question du ligand endogène de FXRα dans le testicule demeure. Récemment, 

l’équipe a montré que le testicule est capable de synthétiser des acides biliaires (Martinot, 

Baptissart, et al. 2017). L’Androstérone, un métabolite de la testostérone s’est aussi montré 

être un activateur FXRα (S. Wang et al. 2006). Ces données suggèrent qu’une boucle locale de 

rétrocontrôle sur la synthèse d’androgène pourrait exister. 

A côté de la régulation de la synthèse des androgènes, certaines études ont démontré un  

croisement entre la signalisation initiée par le récepteur FXRα et la synthèse des œstrogènes 

(Baptissart et al. 2013). Des études in vitro ont démontré que FXRα réduisait l’expression du 

gène codant pour l’aromatase (Catalano et al. 2010). Au niveau moléculaire, il a été démontré 

que FXRα agit en concurrence avec SF1 sur des sites de liaison du gène codant pour 

l’aromatase et donc sur son expression. Cependant, ces mécanismes doivent encore être 

élucidés in vivo. 

Les concentrations de stéroïdes plasmatiques résultent d’un équilibre entre leur synthèse et 

leur catabolisme. Le foie soutient essentiellement l’inactivation et l’élimination des stéroïdes. 

Il faut considérer que les impacts de FXRα sur les hormones sexuelles pourraient impliquer le 

catabolisme des stéroïdes probablement au niveau du foie. En effet, dans quelques études il 

a été démontré que les souris mâles adultes nourries avec un régime enrichi en acide cholique 

de 0,5% pendant plusieurs mois ont montré une altération de la concentration de 

testostérone plasmatique avec des concentrations intra-testiculaires normales (Baptissart et 

al. 2014). Il a ainsi été démontré que ces animaux expriment une quantité hépatique accrue 

de CYP3A11 et UGT2B34 suggérant un catabolisme hépatique de la testostérone (Baptissart 
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et al. 2014). Les acides biliaires sont capables, via FXRα, d’induire l’expression de plusieurs 

enzymes cataboliques telles que UGT2B4 ou CYP3A11.  

1.3.2 FXRα dans les cellules germinales masculines 

La fonction exocrine du testicule correspond à la production de spermatozoïdes pour assurer 

la fertilité masculine. Des études récentes chez la souris ont montré une accumulation 

anormale de cellules germinales indifférenciées dans les testicules de souris invalidées pour 

FXRα (Martinot, Sèdes, et al. 2017). Ce travail a posé l’hypothèse que FXRα puisse aider à 

établir et à maintenir le contingent de cellules germinales indifférenciées afin de préserver la 

fertilité masculine tout au long du vieillissement. En ce sens, les mâles Fxrα−/− montrent une 

production plus élevée de spermatozoïdes que des souris contrôles. Ceci est associé au 

maintien de la fertilité chez les animaux mâles Fxrα−/− tout au long du vieillissement à un 

moment où le déclin de la fertilité chez les souris de type sauvage est normalement observé. 

Ces données soutiennent donc l’idée que le récepteur FXRα participe à l’homéostasie des 

cellules souches spermatogoniales (SSC), qui est la seule population cellulaire à présenter une 

capacité régénératrice. La démonstration que FXRα contrôle l’expression de plusieurs gènes 

connus pour être impliqués dans l’établissement de la population de SSC rappelle le 

phénotype des animaux mutants perte de fonction pour la protéine déméthylase de l’histone 

H3  Jumonji domain-containing protein D3 (Jmjd3) qui présente des testicules plus lourds et 

une capacité à se reproduire plus longtemps que les animaux sauvages utilisés comme 

contrôle (Iwamori, Iwamori, et Matzuk 2013). De même, un phénotype proche aux mâles 

Fxrα−/− a été observé chez les souris déficientes pour ERβ (Ers2) avec une augmentation du 

nombre de cellules germinales indifférenciées en période postnatal (Delbès et al. 2004) ce qui 

renforce la participation de FXRα au maintien de l’homéostasie de la lignée germinale. 

D‘autres études peuvent également contribuer à éclairer comment FXRα régule la biologie des 

cellules germinales indifférenciées en modifiant l’expression de gènes de pluripotence tels 

que OCT3/4 et NANOG en contrôlant l’expression de Lin28 chez la souris puisque des liens ont 

été démontré entre Lin28 et OCT3/4 (West et al. 2009). Même si ces différentes données 

suggèrent que Lin28 puisse être un médiateur de l’effet de Fxrα dans la formation de la réserve 

de cellules souches spermatogoniales (SSC). Les mécanismes par lesquels Fxrα contrôle 

l’expression de Lin28 restent à identifier. Cet impact de Fxrα sur l’accumulation  des cellules 

germinales indifférenciées  est également  soutenu par l’utilisation de l’agoniste synthétique 
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GW-4064, qui conduit à un nombre plus faible de tubules séminifères positifs pour le facteur 

PLZF, marqueur des spermatogonies A (Sèdes et al. 2018). 

En plus de sa participation au maintien du nombre de cellules germinales indifférenciées, il 

apparait que ce récepteur puisse également réguler le processus de différenciation des 

cellules germinales puisqu’une entrée précoce des cellules spermatogoniales en méiose a été 

observée chez les souris mâles Fxrα-/- (Martinot, Sèdes, et al. 2017). En prévenant la 

dégradation des rétinoïdes nécessaires à l’activation de la phase de division méiotique, la 

baisse d’expression de l’enzyme CYP26B1 chez les animaux invalidés pour Fxrα pourrait 

fournir une explication pour comprendre pourquoi ces cellules spermatogoniales s’engagent 

précocement en méiose en l’absence de Fxrα. L’utilisation d’un antagoniste du récepteur à 

l’acide rétinoïque prévient la différenciation des cellules germinales chez les mâles FXRα-/- ce 

qui permet de renforcer cette hypothèse. 

Ainsi l’ensemble de ces données suggère que Fxrα puisse contrôler certaines activités dans la 

lignée germinale afin de maintenir une spermatogenèse efficace et autonome. En 

complément, il a été démontré que FXRα contrôle également la survie des cellules germinales 

d’une manière indépendante des androgènes pendant la période postnatale, par la régulation 

de l’expression de la caspase-6 (Martinot et al. 2017), une cible connue des voies de 

signalisation  activées par les acides biliaires dans le foie (Rust et al. 2009). Enfin, il n’est pas 

exclu que Fxrα puisse contrôler la différenciation de la lignée germinale en agissant sur les 

cellules de Sertoli puisque l’absence de Fxrα semble diminuer le nombre de cellules Sertoli 

(Martinot, Sèdes, et al. 2017), puis modifier leur maturation au cours du développement 

postnatal en accélérant leur alignement  au niveau de la membrane basale des tubules 

séminifères pendant les 10 premiers jours de la vie chez la souris (Sèdes et al. 2018).  

Les liens entre FXRα, l’homéostasie testiculaire et le contrôle de la fertilité masculine sont  

soutenus aussi par des données qui démontrent que les souris invalidées pour le gène codant 

pour Fxrα sont plus sensibles à une exposition aux AB et qu’une exposition à court terme (15 

jours)  altèrent  la fertilité en provoquant une diminution de la production de sperme due à 

une apoptose accrue de cellules germinales méiotiques indépendamment du statut 

d’androgène (Martinot, Baptissart, et al. 2017). Au niveau moléculaire, les mécanismes ont 

été en partie définis et ont mis en évidence un rôle inattendu du récepteur constitutif de 

l’androstane (CAR), dans le testicule. En effet, les auteurs de cette étude ont démontré que 
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les mâles Fxrα−/− nourris avec un régime riche en AB présentaient une homéostasie 

testiculaire altérée associée à l’accumulation de métabolites intermédiaires des AB définis 

comme des modulateurs négatifs de CAR. Le crosstalk avec les voies de signalisation CAR dans 

les souris Fxrα−/− a été soutenue par des données montrant que l’administration de l’agoniste 

de CAR contrecarre l’impact du régime riche en AB (Martinot, Baptissart, et al. 2017). Enfin il 

a été démontré que Fxrα est exprimé dans les spermatozoïdes et que les niveaux accrus 

d’acides biliaires modulent les paramètres métaboliques (triglycérides) dans les 

spermatozoïdes. Si les AB semblent modifier les caractéristiques du sperme, l’inhibition de 

FXRα par la guggulstérone inhibe ces modifications. Sur la base de ces données, il est aussi 

suggéré que les AB et le récepteur FXRα modifient l’homéostasie du sperme et puissent 

participer à l’infertilité d’origine idiopathique (Malivindi et al. 2018). 

1.3.3 FXRα, spermatogenèse et environnement 

Il a été démontré dans le foie et le testicule que FXRα contrôle l’expression de nombreux gènes 

codant des transporteurs aux xénobiotiques (Maeda et al. 2004; Garcia et al. 2018). Ces 

données suggèrent que FXRα pourrait avoir un rôle majeur dans la détoxication testiculaire 

des molécules exogènes. Ces données ont mené à l’hypothèse qu’un lien pourrait exister entre 

les molécules exogènes, leurs impacts délétères sur la fertilité masculine et FXRα (Garcia et al. 

2018). 

L’incidence croissante des pathologies du tractus urogénital masculin a été associée à 

l’exposition à des molécules environnementales (ME). La liste des ME perturbatrices s’allonge 

régulièrement (polluants, pesticides, médicaments) et leur activité peut être médiée par de 

nombreux effecteurs. La plupart de ces ME, altérant les fonctions reproductrices masculines, 

ont été démontrées pour avoir des activités anti-androgènes ou œstrogénomimétiques 

(Casals-Casas et Desvergne 2011). 

Plusieurs études ont mis en évidence les impacts des expositions aux ME sur le métabolisme 

des AB (Vega et al. 2014) et plusieurs ME ont également été décrites comme des modulateurs 

potentiels de FXRα (Hsu et al. 2014). Récemment, des travaux originaux ont montré que la 

voie de signalisation dépendante de FXRα pourrait être un médiateur essentiel de l’action de 

certaines de ces molécules environnementales. En effet, il a été démontré que l’exposition 

combinée pendant les périodes fœtales/néonatales au bisphénol A (BPA, un perturbateur 
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endocrinien bien connu) et au stigmastérol (un antagoniste naturel de FXRα) a conduit à une 

diminution accrue de la fertilité par rapport à l’exposition à chacune de ces molécules de façon 

indépendante (Sèdes et al. 2018). Ceci a été corrélé à une diminution du nombre de 

spermatogonies indifférenciées, de spermatides et de spermatozoïdes, puis associé à des 

anomalies de la fonction reproductrice masculine. La participation de Fxrα a été soutenue par 

le fait que les souris mâles Fxrα−/− n’étaient presque pas affectées. Il est intéressant de noter 

que le BPA seul a eu moins d’effet sur les mâles Fxrα−/− suggérant une interaction entre les 

voies de signalisation induites par le Fxrα et le BPA. Ce résultat semble cohérent avec une 

accumulation moins importante d’Esr2 dans les testicules des animaux Fxrα−/− (Martinot, 

Sèdes, et al. 2017), bien qu’une autre explication ait été donnée avec le contrôle de 

l’expression de Fxrα par la voie de signalisation médiée par le BPA dans les cellules germinales, 

par des mécanismes similaires à ceux décrits dans le foie (Susiarjo et al. 2017). 

Toutes ces données démontrent que Fxrα pourrait favoriser l’activité de certaines ME telles 

que le BPA pour diriger leurs effets néfastes sur les fonctions du testicule et la fertilité. Il est 

important de noter que ces effets sont transposables à l’homme puisque les effets délétères 

de la co-exposition au Bisphénol A et au stigmastérol  ont été observés également sur des 

explants de testicules humains (Sèdes et al. 2018). Par ailleurs, les travaux de Hsu ont 

démontré l’action antagoniste de xénobiotiques utilisés comme insecticides telles que la 

cyfluthrine ou la bifenthrine sur l’activité de FXRα (Hsu et al. 2014), ce qui ouvre la perspective 

d’une plus grande étendue du rôle de FXRα dans le développement des maladies 

environnementales et particulièrement des troubles de la fertilité masculine incluant les 

cancers germinaux du testicule. 

 

 



Figure 23 Incidence et mortalité du cancer du testicule.
A) La courbe de l’incidence par âge montre qu’en 2012, le pic d’incidence est atteint pour
la classe d’âge 30-34 ans. (B) Tendance chronologique de l’incidence et de la mortalité du
cancer du testicule en France. La faible mortalité des cancers du testicule est en
diminution depuis 1980 passant de 0,7 à 0,2 pour 100 000 personnes-année entre 1980 et
2012. Issu de Rébillard et coll. 2013. Prog Urol.
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2 PROBLEMATIQUE DU TRAVAIL DE THESE ET ETUDE DE LA FONCTION DU 

RECEPTEUR FXRα DANS L’ETIOLOGIE DES CANCERS GERMINAUX DU 

TESTICULE 

Comme présenté dans les sections précédentes, la fonction testiculaire est le résultat d’un 

processus embryologique coordonné et initié au cours de la vie intra-utérine. Chaque étape 

est contrôlée de façon précise par différents gènes, protéines et/ou enzymes qui orchestrent 

le développement du testicule afin que ce dernier puisse remplir sa fonction endocrine 

(sécrétion d’hormones) et sa fonction exocrine (production de gamètes) à l’âge adulte. Les 

troubles de la fonction endocrine/exocrine du testicule et leurs liens avec l’apparition de 

tumeurs germinales du testicule ont justifié de nombreuses études au cours des dernières 

décennies. Bien que la part relative des facteurs génétiques et environnementaux dans 

l’apparition de ces tumeurs ne soit pas simple à déterminer, la hausse de leur incidence a 

suscité de nombreux travaux visant à identifier les facteurs de risques susceptibles d’expliquer 

leur forte augmentation depuis les trente dernières années (Figure 23). La définition de 

nouveaux acteurs moléculaires de la maladie représente toujours un enjeu important non 

seulement pour discriminer les différents types de cancers du testicule mais aussi pour valider 

des facteurs prédictifs de l’évolution de la maladie et de sa résistance aux traitements. Cela 

permettra d’ouvrir de nouvelles perspectives pour mieux comprendre la biologie de ces 

tumeurs, puis améliorer le diagnostic et la prise en charge thérapeutique des patients atteints 

d’un cancer du testicule. 

2.1 DES TROUBLES DE LA GAMETOGENESE COMME LESIONS PRECURSEURS DES TUMEURS 

GERMINO-TESTICULAIRES  

Au cours des phases précoces de l'embryogenèse, la maturation et la différenciation des 

cellules germinales se déroulent sous l’influence de facteurs du microenvironnement. A partir 

de la troisième semaine de développement fœtal chez l’homme, une population de cellules 

germinales primitives (PGC, primordial germ cells) appelées gonocytes primordiaux apparait 

au sein de l’endoderme du sac vitellin pour coloniser les crêtes génitales après migration au 

travers de l’intestin primitif de l’embryon. La motilité des PGC fait intervenir des mécanismes 



Figure 24 : Expression des marqueurs du développement normal et pathologique du
testicule. A partir de la 3e semaine de développement, les cellules germinales
primordiales (PGC, primordial germ cell) migrent du sac vitellin vers les crêtes génitales
(genital ridge) sous l’influence du facteur KITLG (SCF, stem cell factor). A ce stade, les PGC
ou gonocytes, expriment les marqueurs de la pluriporence c-KIT, OCT3/4 et NANOG. Dès
la 6e semaine, l’expression des gènes SRY et SOX9 dirige la formation des cordons
séminifères et l’organisation des futurs tubes séminifères renfermant les gonocytes et les
cellules de Sertoli. Après 13 semaines, le facteur TSPY (testis specific protein on the Y
chromosome) des gonocytes stimulera leur prolifération qui s’accompagnera d’une chute
de l’expression de c-KIT, OCT3/4 et NANOG qui sont utilisés comme marqueurs de
diagnostic des carcinomes in situ (CIS) et des TGT. cellules germinales; cellules de
Sertoli; cellules de CIS. Séquences associées au développement normal et
pathologique du testicule. Issu de Elzinga-Tinke et coll. 2015 Asian J Androl.
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de chimiotactisme où le facteur de croissance KIT (KITLG ou SCF, stem cell factor), produit par 

les cellules somatiques environnantes, et le récepteur membranaire à activité tyrosine kinase 

c-KIT, présent à la surface des PGC, jouent un rôle prépondérant (Mahakali Zama, Hudson, et 

Bedell 2005; Runyan et al. 2006). Après une phase de multiplication importante dans 

l’épithélium des crêtes génitales, d’autres facteurs diffusibles tel que l’acide rétinoïque 

permettent le maintien et la différenciation des gonocytes en cellules spermatiques 

immatures nommées spermatogonies enserrées parmi les cellules de Sertoli (Figure 22). Ce 

microenvironnement constitué au niveau des cordons testiculaires dirige cette première 

étape de différenciation qui s’accompagne d’une perte de l’expression des marqueurs 

géniques de la pluripotence OCT3/4 (Octamer-binding transcription factor 3/4) et NANOG 

(Nanog homeobox) ainsi que de la migration des spermatogonies de la lumière vers la 

membrane basale des futurs tubes séminifères. Des facteurs sécrétés par les cellules 

somatiques des cordons testiculaires inhibent la multiplication des spermatogonies et leur 

différenciation en spermatozoïdes jusqu’à la puberté où des acteurs relais de l’action des 

androgènes, produits par les cellules interstitielles de Leydig, entretiennent la 

spermatogenèse pendant la vie adulte. 

Les troubles de la prolifération et de la différenciation des gonocytes primordiaux en 

spermatogonies sont des altérations souvent incriminées pour expliquer l’histoire naturelle 

des Tumeurs Germino-testiculaires (TGT) (Skakkebæk, Rajpert-De Meyts, et Main 2001). Ces 

lésions précurseurs appelées néoplasies germinales intratubulaires (Germ Neoplasia In Situ, 

GNIS) s’apparentent aux gonocytes primordiaux et expriment les gènes de pluripotence 

OCT3/4 et NANOG ainsi que le récepteur c-KIT suggérant une participation du facteur de 

croissance KITLG dans la prolifération, la migration et la survie de ces cellules souches 

germinales (Figure 24) (Meyts et al. 1998). L’origine de ces perturbations n'est pas encore 

comprise mais il apparaît vraisemblable qu’une combinaison de facteurs (épi)génétiques et 

(micro)environnementaux perturbe le développement des cellules de Sertoli et de Leydig pour 

créer un environnement délétère à la différenciation des cellules germinales primitives. Ces 

arguments, en plus de la description de GNIS chez les nouveau-nés renforcent l’hypothèse 

d’une composante fœtale de la maladie. En complément, l’évolution de ces lésions en 

carcinome in situ (CIS) à partir de la puberté suggère également l’existence d’une composante 

potentiellement endocrinienne (Elzinga-Tinke, Dohle, et Looijenga 2015). Dans ce contexte, 



Figure 25 : Modélisation des risques (épi)génétiques et (micro)environnementaux du
cancer germinal du testicule. Présentation des principaux facteurs d’étiologie des
tumeurs germinales du testicule. Issu de Elzinga-Tinke et coll. 2015. Asian J Androl.
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les modifications hormonales se manifestant à des moments sensibles du développement du 

testicule semblent également favoriser une phase pendant laquelle les cellules de carcinome 

in situ issues de GNIS prolifèrent pour former une tumeur chez le jeune adulte. 

2.2 PRINCIPAUX FACTEURS DE RISQUES ET ALTERATIONS DECRITES DANS LES TGT 

A ce jour, les antécédents familiaux, les syndromes de dysgénésie gonadique (hypospade, 

cryptorchidie) les infertilités, les altérations (épi)génétiques et les expositions à des molécules 

environnementales sont considérés comme des facteurs de risques du cancer du testicule 

(Figure 25). Si de nombreux arguments montrent que des altérations de la prolifération et de 

la différenciation des PGC pendant la vie fœtale jouent un rôle déterminant dans le cancer du 

testicule, peu de facteurs (épi)génétiques clairement responsables du cancer ont été identifiés 

jusqu’à présent. Parmi les nombreux produits de gènes étudiés sur la base d’arguments 

épidémiologiques et d’antécédents familiaux, ceux qui contrôlent la voie de signalisation 

activée par KITLG et son récepteur c-KIT semblent jouer un rôle important dans la pathogénie 

des TGT. En effet l’expression de ce récepteur, normalement perdue dans les cellules 

germinales différenciées, est maintenue dans les cellules de CIS renforçant l’idée que les 

cellules précurseurs de ces néoplasies sont en fait des gonocytes dont la différenciation en 

spermatogonies a été bloquée (Rajpert-De Meyts 2006). Des études de génomiques 

multifactorielles ont défini plusieurs gènes candidats supplémentaires pour décrire l’étiologie 

des GNIS et leur transition du stade de CIS vers un stade invasif. Bien que le rôle de ces derniers 

ne soit pas encore précisé, des polymorphismes, mutations et/ou amplifications géniques sont 

fréquemment associés à des gains et des pertes d’activité. C’est particulièrement le cas pour 

le gène régulateur du cycle cellulaire Tumor Protein P53 (TP53), ainsi que pour les gènes 

Kirsten/Neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS/NRAS), V-raf murine 

sarcoma viral oncogene homolog B1 (BRAF) et Phosphatase and tensin homolog (PTEN) qui 

amplifient de façon inappropriée des signaux de prolifération et de survie cellulaire. A ces 

changements s’ajoutent d’autres altérations comme les défauts de méthylation des histones 

qui favorisent aussi le processus tumoral (Lambrot et Kimmins 2011). Enfin les modifications 

de gènes impliqués dans le métabolisme des hormones stéroïdes, notamment des enzymes 

de la famille CYP (cytochrome P450) et HSD17 (hydrosystéroïde déshydrogénase) 

interviennent également dans le processus de la maladie en réduisant la quantité 



Figure 26 : Expression relative des facteurs FXRα (NR1H4), OCT3/4 et NANOG dans des
échantillons de testicule humain non transformé et dans des tumeurs germinales du
testicule. Les ARN messagers préparés à partir de tissus non tumoraux (NT) et de tumeurs
germinales séminomateuses (TGS) ou non séminomateuses (TGNS) ont été analysés par
RT-qPCR avec des amorces spécifiques des transcrits des gènes NR1H4, OCT3/4 et
NANOG. NT1, azoospermie excrétoire (obstructive); NT2, azoospermie sécrétoire; TGS,
séminome; TGNS1, carcinome embryonnaire; TGNS2, tératome (données non publiées).
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d’androgènes biologiquement actifs pour altérer le microenvironnement des cellules 

germinales qui ne peuvent plus se différencier en spermatogonies ce qui mène à une 

accumulation inadéquate de gonocytes fœtaux indifférenciés à l’âge adulte dans le testicule 

malade (Sonne et al. 2009). 

2.3 PRESENTATION DE LA PROBLEMATIQUE ET RESUME DU PROJET DE RECHERCHE. 

Plusieurs travaux démontrent que le récepteur FXRα est exprimé dans le testicule humain 

depuis le premier trimestre de la grossesse, ainsi que dans les testicules fœtaux de souris. Les 

études récentes réalisées chez la souris ont montré une accumulation anormale de cellules 

germinales indifférenciées dans le testicule des animaux invalidés pour Fxrα (FXRα-/-) 

(Martinot, Sèdes, et al. 2017; Muczynski et al. 2012). En complément, la description d’une 

hausse des taux d’acides biliaires dans le testicule d’animaux Fxrα-/- souligne l’existence d’une 

voie métabolique active dans ce tissu (Martinot, Baptissart, et al. 2017). Or, la perte d’activité 

et/ou d’expression de Fxrα, tout comme la hausse inappropriée des concentrations en acides 

biliaires, sont associées à des troubles de la prolifération ainsi qu’à des modifications de la 

résistance à l’apoptose dans plusieurs tissus pour favoriser les transformations néoplasiques 

(Koutsounas, Giaginis, et Theocharis 2012). 

De manière intéressante, les travaux réalisés par l’équipe d’accueil avant mon arrivée au 

laboratoire ont montré que l’abondance de FXRα est réduite dans les TGT chez l’homme en 

comparaison avec le testicule sain alors que les gènes de la pluripotence OCT3/4 et NANOG 

sont augmentés (Figure 26). De plus, la perte d’activité et/ou de son expression augmente de 

façon anormale le nombre de cellules germinales souches (CGS) indifférenciées chez la souris 

pour générer des altérations semblables aux lésions précurseurs des TGT. Ces données 

interrogent sur la participation de ce récepteur à l’étiologie de la maladie et le travail qui m’a 

été confié s’est intégré dans la thématique générale du laboratoire qui vise à définir comment 

FXRα intervient pour contrôler la physiologie des CGS en lien avec le développement et la 

progression des TGT. Avec pour objectif de déterminer si le récepteur nucléaire FXRα 

participe à l’étiologie des tumeurs germinales du testicule, mon travail de thèse s’est 

attaché à caractériser des lignées cellulaires modèles de tumeurs germinales 

séminomateuses et non séminomateuses en évaluant d’une part l’expression et 

l’abondance du récepteur aux acides biliaires FXRα, puis en validant d’autre part l’état 
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fonctionnel de sa signalisation en présence d’agonistes synthétiques. En complément une 

analyse de banque de données publiques a complété cette approche afin de définir le profil 

d’expression de FXRα dans les tumeurs germinales du testicule. Enfin, la réalisation de ce 

travail a mené à l’identification d’un nouveau variant du récepteur aux acides biliaires FXRα 

dépourvu de sa seconde moitié du domaine de liaison à l’ADN que je me suis efforcé de 

caractériser au niveau moléculaire et fonctionnelle.  
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1 CULTURE CELLULAIRE ET ANALYSES DE BIOLOGIE CELLULAIRE 

1.1 CULTURE CELLULAIRE 

Les cellules humaines de tumeurs germinales séminomateuses TCam-2 (données par Ewa 

Rapjert de Meyst) (de Jong et al. 2008) et non séminomateuses NCCIT (ATCC®/CRL-2073) 

(Teshima et al. 1988) ont été maintenues en culture dans du milieu RPMI-1640 Gibco® 

contenant du sérum de veau fœtal (SVF;10% v/v), des antibiotiques (pénicilline/streptomycine 

100U/ml) et de la L-Glutamine (2mM). 

Les cellules de carcinome hépatique HepG2 (ATCC®/ HB-8065™), de carcinome embryonnaire 

N-Tera2 (ATCC®/CRL-1973™) et de GC-1 spg (ATCC®/CRL-2053™), cellules modèles de 

spermatogonies B de souris de 10 jours (ATCC/CRL-2053TM), ont été toutes maintenues en 

culture dans du milieu DMEM, supplémenté en sérum de veau fœtal (SVF;10%v/v), 

antibiotiques (pénicilline/streptomycine 100U/ml) et en L-Glutamine (2mM). 

Les cellules MA-10 (ATCC®/ CRL-3050™), cellules de Leydig de souris, ont été entretenues dans 

du milieu Waymouth (Life Technologies) contenant 100 U/ml de pénicilline et 100 μg/ml de 

streptomycine complétée par du sérum de cheval (HS;10% v/v).  

Les cellules C18.4 (Hofmann et Roda 1984), cellules modèles de spermatogonies A, ont été 

cultivées dans du milieu DMEM F12 Gibco® contenant du sérum de veau fœtal (SVF;5% v/v), 

des antibiotiques (pénicilline/streptomycine 100U/ml) et de la L-Glutamine (2mM). 

L’ensemble de ces lignées est disposé en milieu humide à 37°C, avec 5% de CO2. 

1.2 TRANSFECTION TRANSITOIRE 

Pour les transfections transitoires avec les ARN interférents, 3-4 x 105 /puit de cellules NCCIT 

ont été ensemencées dans des plaques de 6 puits et le lendemain, des transfections 

transitoires ont été réalisées avec le siRNA smart pool contre FXRα (ON-TARGETplus Human 

NR1H4 (9971) siRNA) et le siGFP (Baptissart et al. 2014) selon le protocole du transfectant 

Interférine (PolyPlus transfection). Les cellules ont été récupérées 24h plus tard. 

https://horizondiscovery.com/en/gene-modulation/knockdown/sirna/products/on-targetplus-sirna-reagents?nodeid=entrezgene-9971
https://horizondiscovery.com/en/gene-modulation/knockdown/sirna/products/on-targetplus-sirna-reagents?nodeid=entrezgene-9971
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1.3 NUMERATIONS CELLULAIRES 

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 6 puits à une densité de 4x105 cellules/puit 

dans du milieu RPMI ou DMEM sans rouge de phénol contenant 0,5% de SVF destéroïdé (v/v). 

Après 24 heures d’incubation, les agonistes synthétiques de FXRα GW4064 ([3-(2,6-

dicholorophenyl)-4-(3’carboxy-2-chlorostilben-4yl)-oxymethil-8 isopropylisoxazole] ; R&D 

System, cat#2473) et INT-747 (6-EthylChenoDeoxyCholic Acid ; Abcam #ab144246) ont été 

ajoutés aux cellules pour une incubation supplémentaire de 48 heures. Les cellules ont été 

ensuite décollées à la trypsine et récupérées dans un volume final de 1ml pour numération à 

l’aide d’un compteur automatique de cellules LUNA-IITM (Logos Biosystems).  

1.4 ANALYSE DE L’ACTIVITE MITOCHONDRIALE 

Les cellules NCCIT, TCam-2 et HepG2 ont été ensemencées dans des plaques 96 puits à des 

densités de 2,5x103, 5x104 et 1x105 cellules/puit dans leur milieu respectif sans rouge de 

phénol contenant 0,5% SVF destéroïdé (v/v). Le lendemain, des concentrations croissantes 

d’agonistes GW-4064 et INT-747 (0,1 à 50µM) ont été ajoutées pour 48 heures additionnelles, 

puis la viabilité cellulaire a été mesurée par transformation d’un sel de tétrazolium 

(methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide, MTT ; Sigma M5655). Après 4 heures 

d’incubation, les cristaux de formazan formés ont été solubilisés par un solvant de reprise 

[80% isopropanol, 10% HCl 1N, 10%TritonX100], puis quantifiés par spectrophotométrie à 

l’aide d’un lecteur de plaques (Multiskan Go, Thermo scientific) à 570 et 690nm afin d’évaluer 

le nombre de cellules viables sur la base de leur activité mitochondriale. 

2 EXTRAITS PROTEIQUES ET ANALYSES PAR WESTERN BLOT 

2.1 EXTRAITS PROTEIQUES  

Pour les extraits totaux, les cellules ont été rincées avec du D-PBS (Gibco, cat# 14200) 1X 

[138mM NaCl (pH 7.4), 8.06mM Na2HPO4-7H20, 1.47mM KH2PO4, 2.67mM KCl, 0.901mM 

CaCl2, 0.493mM MgCl2-6H20, 5.56mM D-glucose, 0.327mM sodium pyruvate] et récupérées 

dans 100µl de tampon RIPA [20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM Na2EDTA, 1 mM 

EGTA, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate] contenant du PMSF (1mM), du NaF (1mM) du 
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Na3VO4 (10nM) et des inhibiteurs de protéases (Complete Boeringer Mannheim). Après un 

cycle de congélation et décongélation dans l’azote liquide, les cellules ont été lysées dans la 

glace par 2 cycles de sonication (15 sec) puis, les extraits ont été clarifiés par centrifugation à 

14,000 rpm pendant 20 min à 4°C. Pour les fractions protéiques, les cellules ont été récupérées 

dans du D-PBS 1X et remises en suspension dans 200µl de tampon A hypotonique [10mM 

HEPES (pH 7.9), 10mM KCl, 1.5mM de MgCl2, 0.34M sucrose, 10% glycérol, 1mM DTT et 

inhibiteurs de protéases] additionné de Triton X 100 pour obtenir une concentration finale de 

0,1% comme précédemment décrit (Kim et al. 2007). Les cellules ont ensuite été lysées avec 

une seringue munie d’une aiguille 26 Gauge, puis centrifugées pendant 5 min à 1,300 rcf à 4°C. 

Les surnageants S1 obtenus ont été centrifugés à 20,000 rcf pendant 5 min à 4°C pour 

constituer la fraction protéique cytosolique S2. Les culots P1 ont, quant à eux, été lavés dans 

200µl de tampon A après élimination des surnageants, et remis en suspension dans 100µl de 

tampon B [3mM EDTA, 0.2mM EGTA, 1mM DTT et inhibiteurs de protéases]. Après une 

incubation de 30 min sur glace, les extraits P1 ont été centrifugés pendant 5 min à 1700 rcf à 

4°C puis, les surnageants récupérés pour constituer la fraction nucléoplasmique (S3). Après un 

lavage avec 100µl de tampon B, puis centrifugation à 1,700 rcf pendant 5min à 4°C, les culots 

ont été conservés pour constituer la fraction enrichie en chromatine (P3). Pour chacune des 

fractions, 

les concentrations protéiques ont été évaluées à 562nm en présence d’acide bicinchoninique 

en milieu alcalin (BCA Assay).  

2.2 WESTERN-BLOT 

Après dosage, les échantillons protéiques ont été dénaturés à 95°C pendant 5 minutes dans 

un tampon de charge [62.5mM Tris-HCl (pH 6.8), Glycérol 10%, Sodium Dodecyl Sulfate 2%, 

2β-mercaptoéthanol 0,7M, Bleu de Bromophénol 0,05%], puis séparés par électrophorèse 

simple dimension pendant 45 minutes à 160V sur des gels de polyacrylamide SDS-PAGE. 

Les protéines séparées ont ensuite été électro-transférées sur une membrane de 

nitrocellulose (Amersham) pendant 1 heure à 100V et l’homogénéité des dépôts confirmée 

par coloration au rouge Ponceau. Les membranes ont subi une étape de saturation pendant 1 

heure, dans une solution de Régilait écrémé 10%-TBS [500mM Tris-HCl (pH 8.4), 2mM NaCl] 

contenant 0,1% de Tween20 (TBST) puis incubées une nuit à 4°C dans la solution Régilait 10%-
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TBST en présence d’anticorps primaires. Pour la détection de FXRα nous avons utilisé un 

anticorps primaire (Perseus Proteomics) ciblant la partie N-terminale de la protéine. Nous 

avons validé l’homogénéité des dépôts, en utilisant des anticorps contre la β-Actine (Sigma 

A2066) et les protéines histones H3 (Santa Cruz -sc-8654). Après un lavage de 15 minutes puis 

3 lavages successifs de 5 minutes (TBST), les membranes ont été incubées pendant 60 minutes 

supplémentaires en présence des anticorps secondaires anti-IgG de chèvre (BI2407, Abliance), 

anti-IgG de lapin (BI2403, Abliance) ou anti-IgG de souris (BI2413C, Abliance) couplés à la 

peroxidase (Horseradish Peroxydase, HRP). Après plusieurs lavages successifs de 15 minutes 

(TBST), les complexes antigènes-anticorps ont été révélés par chemoluminescence (Western 

Lightning Plus ECL, PerkinElmer, Inc) et les images capturées à l’aide du système MFChemiBIS 

3.2 (Bio Imaging System). 

3 EXTRACTION DES ARN ET ANALYSE DE L’EXPRESSION DES GENES 

3.1 EXTRACTION DES ARN 

Les cellules en culture ont été rincées avec du D-PBS 1X et lysées dans 1ml de solution RNAzol 

selon le protocole du fabricant (Molecular Research Center). Les culots recueillis ont été repris 

dans 20µl d’eau ultra-pure. Les ARN de souris ont été isolés à partir de tissus adultes (animaux 

C57Bl/6) à l’aide du kit d’extraction Nucleospin RNA L (Macherey Nagel) selon le protocole du 

fabricant.  

3.2 RT-PCR ET RT-QPCR 

Les concentrations des échantillons ARN ont été mesurées par spectroscopie (Nanodrop, 

Thermo scientific) et les échantillons conservés à -20°C. Un microgramme d’ARN total a été 

dénaturé et rétro-transcrit à 37°C pendant 60 minutes dans un volume final de 12,5µl 

contenant 5pmoles d’amorces hexanucléotidiques (Random primer®, Promega, Charbonnière 

Les Bains, France), 200 unités de rétrotranscriptase inverse M-MLV (MuMLV RT, Promega), 

2mM dNTP et 20 unités d’inhibiteur de RNase (RNAsine, Promega). Les ADN complémentaires 

obtenus ont ensuite été utilisés dilués (1:10) dans de l’eau stérile pour une analyse en PCR 

quantitative (qPCR) selon le protocole MESA Green qPCRTM (Mastermix Plus for SYBR Assay, 
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Eurogentec, Angers, France) à l’aide d’un appareil LightCycler480 (Roche). Les fragments de 

cDNA ont été amplifiés grâce aux primers suivants : hFXR (antisens) 5’-acagaacaagtggcaggtc-

3’ et (sens) 5’-ctgaagaaacctttacacccctc- 3’ ; mFxr (antisens) 5’-tcctgaggcattctctgtttg-3’ et (sens) 

5’-aaaaggggatgagctgtgtg -3’ ; hShp (antisens) tcggggttgaagaggatggt-3’ et (sens) 5’-

tggcccaagatgctgtgac-3’ ; hBcrp (antisens) 5’-gaatctccattaatgatgtcca-3’ et (sens) 5’-

ggccttgggatactttgaatc-3’ ; hMrp2 (antisens) 5’-aacaaagccaacagtgtccc-3’ et (sens) 5’-

aggtttgccagttatccgtg-3’. ; hActine (antisens) 5’-tcaccggagtccatcacga-3’ et (sens) 5’-

cgcgagaagatgacccagatc-3’. 

L’analyse quantitative de l’expression des gènes a été déterminée par la méthode du ∆∆Ct et 

le gène de la β-ACTINE a été utilisé comme référence pour la normalisation. Les produits de 

qPCR ont ensuite été séparés par électrophorèse sur gel d’agarose pour vérification de la taille 

des amplicons. 

4 GEL-SHIFT ASSAY ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAYS (EMSA) 

Les retards de mobilité (EMSA) ont été réalisés comme décrit précédemment (Aigueperse et 

al. 2001) à partir d’extraits nucléaires de NCCIT et de HepG2 mélangés à des sondes FXRE 

radiomarquées dont les séquences sont les suivantes : mShp (antisens) 5’-

acagggtcaTTAACCCAGGGATC-3’, (sens) 5’-gatccctgggttaatgaccctgt-3’; hShp (antisens) 5’-

acaaggtcattaactcagggatc-3’ et (sens) 5’-gatccctgagttaatgaccttg-3’; mShp muté (antisens) 5’-

acaggaacattattccagggatc-3’ et (sens) 5’-gatccctggaataatgttcctgg-3’ ; FXRE IR-1 (antisens) 5’-

ccccgaggtcattgaccttggcccatc-3’ et (sens) 5’-gatgggccaaggtcaatgacctcgggg-3’  ; rMrp2 

(antisens) 5’-atcacttcagtttgaacttggttaagagttcacagagatgttaa-3’ et (sens) 5’-

ttaacatctctgtgaactcttaaccaagttcaaaccgaagtgat-3’. Les monocouches cellulaires ont été rincées 

brièvement avec du PBS 1X et grattées dans 500μl de PBS à 10% de glycérol. Les cellules ont 

été culotées par centrifugation à 500 × g pendant 5 min, lavées dans 500μl de tampon A (20 

mM HEPES, 50 mM KCl, 1 mM EDTA, 0,25 mM EGTA, 0,15 mM spermine, 0,5 mM spermidine, 

0,5 mM saccharose, 1 mM fluorure de phénylméthylsulfonyle, 1 mM dithiothréitol, 1 % 

aprotinine) et centrifugées. Les culots ont été remis en suspension dans 500μl de tampon A 

avec 0,5 % de Nonidet P-40 (NP40) et mélangés au vortex. Les cellules ont été incubées pour 

lyse hypotonique pendant 15 min sur la glace. Les homogénats ont été centrifugés 10 min à 2 
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500 × g et rincés avec le tampon A sans NP-40. Après une centrifugation à 2 500 × g pendant 

10 min pour culotter les noyaux, 25-50μl de tampon C (20 mM HEPES, 0,45 M NaCl, 1 mM 

EDTA, 0,25 mM EGTA, 0,15 mM spermine, 0,5 mM spermidine, 0,5 mM sucrose, 1 mM fluorure 

de phénylméthylsulfonyle, 1 mM dithiothréitol, 1% aprotinine) ont été ajoutés et les 

échantillons ont été lysés pendant 10 min sur glace. Le lysat nucléaire a ensuite été clarifié 

pendant 20 min à 13 000 × g à 4° C, et le surnageant ont été conservés à - 80 °C. Les extraits 

nucléaires (5 μg) ont été incubés pendant 30 min à 4 °C dans un tampon EMSA contenant 1 

μg d'acide polydésoxy-inosinique-désoxy-cytidylique (PolydIdC) et les complexes ont été 

résolus par électrophorèse sur des gels de polyacrylamide non dénaturant à 6 % dans un 

tampon d'électrophorèse de 0,5 × Tris-borate-EDTA (TBE). Les gels ont ensuite été séchés et 

analysés par autoradiographie à l'aide d'un système automatique d'imagerie moléculaire (GE 

Amersham Thyphoon).  

5 ANALYSES IN SILICO 

5.1 DONNEES SUR LES TGT 

Les données brutes, traitées et cliniques utilisées dans cette étude sont disponibles dans les 

archives du Genomic Data Commons (GDC) du National Cancer Institute 

(https://portal.gdc.cancer.gov/legacy-archive/search/f) et la page de publication 

(https://gdc.cancer.gov/about-data/publications/). Les données TCGA peuvent également 

être explorées sur le portail du Broad Institute FireBrowse (http://gdac.broadinstitute.org) et 

le Memorial Sloan Kettering Cancer Center cBioPortal (http://www.cbioportal.org). 

5.2 PROCEDURE EXPERIMENTALE 

Les analyses ont été effectuées à partir de 150 échantillons de tumeurs germinales du testicule 

dont 63 tumeurs mixtes, 63 séminomes, 17 carcinomes embryonnaires, 3 tératomes et 3 

tumeurs du sac vitellin. Les analyses menées sur les non-séminomes incluent les tumeurs 

mixtes, les carcinomes embryonnaires, les tératomes et les tumeurs du sac vitellin. Les études 

sur les tératomes comprennent les 3 échantillons de tératomes purs ainsi que 33 tumeurs 

mixtes à dominante tératomateuse. 

tel:13000
https://portal.gdc.cancer.gov/legacy-archive/search/f
https://gdc.cancer.gov/about-data/publications/
http://gdac.broadinstitute.org/
http://www.cbioportal.org/
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Après détermination de la médiane des niveaux d’expression de FXRα (médiane Me=10) 

exprimés en RNA-Seq by Expectation-Maximization (RSEM), les tumeurs ont été classées en 

deux catégories : FXR+ (RSEM>10) et FXR- (RSEM < ou = 10). Les résultats des Analyses en 

Composante Principale (PCA) ont été obtenus grâce à l’outil DESeq2 sur Rstudio. Le graphique 

de corrélation entre les expressions logarithmiques de RARα et FXRα est issu du portail 

cBioportal. 

Pour les études en Gene Ontology, nous avons utilisé une liste des gènes corrélés à FXRα 

obtenue à partir du site cBioportal. Pour les gènes corrélés à FXRα dans l’ensemble des TGT 

et dans les tératomes, nous avons choisis les gènes dont la corrélation de Spearman est > 0,4 

ou < -0,4. La Gene Ontology a été réalisée sur le portail en ligne Genetrail et sur le logiciel 

Génomatix. 

6 ANALYSES STATISTIQUES 

La significativité des expériences est estimée à l’aide du test T de Student. Une différence 

est considérée comme significative pour p<0,05. Dans les figures, les barres représentent 

l’erreur standard (SEM, standard error of the mean). Le test de significativité utilisé dans les 

analyses de bioinformatique repose sur le test de Chi-deux. 
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Résultats 
  



Tumeurs germinales
(90 à 95%)

Tumeurs non germinales 
(5 à 10%)

Tumeurs 
non séminomateuses

Carcinome embryonnaire Tumeurs à cellules de Leydig

Choriocarcinome Tumeurs à cellules de Sertoli

Tératome Gonadoblastome
Tumeur du sac vitellin

Adénocarcinome du rete testisSéminomes
Mixtes

Table 4 : Classification des tumeurs germinales du testicule.
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1 ANALYSE DE L’EXPRESSION DE FXRα IN VITRO DANS DES LIGNEES 

MODELES DE TGT 

1.1 SOUS TYPES HISTOLOGIQUES DE TGT 

Les TGT se caractérisent par une hétérogénéité histologique conséquente en raison de la 

présence concomitante de cellules pluripotentes et de cellules entrées dans une 

différenciation somatique aberrante. Actuellement, le système de classification le plus 

couramment utilisé est celui de l’Organisme Mondial de la Santé (OMS) dont la dernière 

version date de 2016 (Moch et al. 2016). Les TGT sont maintenant divisées en deux groupes 

principaux selon leur origine. Seules les TGT dérivant des GNIS seront l’objet de ce chapitre 

car elles représentent les tumeurs les plus fréquemment rencontrées (> 90%).  

L’histologie et la pathogénie des TGT dépendent du stade de différenciation de la cellule 

germinale dont la tumeur est issue. Les tumeurs issues des GNIS sont classées en 2 sous-types : 

les seminomes et non-séminomes (Table 4). Les séminomes sont morphologiquement 

homogènes, ils représentent 60 % des tumeurs avec un pic d’incidence à 35 ans. A l’inverse, 

les non-séminomes forment un groupe de tumeurs très hétérogènes, dont l’incidence plus 

précoce atteint son pic à 25 ans. Ils incluent le carcinome embryonnaire, la tumeur du sac 

vitellin, le choriocarcinome et le tératome. Les différents sous-types histologiques dépendent 

du stade et des voies de différenciation empruntée par les cellules. Elles présentent soit un 

profil indifférencié (le carcinome embryonnaire, composé de cellules souches embryonnaires 

pluripotentes transformées) soit différencié (le tératome avec une différenciation somatique, 

la tumeur du sac vitellin et choriocarcinome avec une différenciation extra-embryonnaire). 

1.2 LIGNEES MODELES DE TGT 

Afin de caractériser in vitro l'expression de FXRα nous avons utilisé des lignées modèles de 

tumeurs germinales testiculaires. Nous avons principalement analysé les cellules NCCIT, 

modèle de tumeur germinale mixte. Les NCCIT sont des cellules indifférenciées situées à un 

stade intermédiaire entre le séminome et carcinome embryonnaire. En réponse à l’acide 

rétinoïque, ces cellules souches pluripotentes sont capables de se différencier en tissus 
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MYTG
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F2 R2

F3 R2

31

A

Liver    Testis  Water    
15d      10d                       

adult      15d      10d    adult     10d      C18.4    GC1    MA10  Water

Liver Testis Spermatogonia Leydig

B

Figure 27 : Expression et abondance de FXRα dans différents tissus humains et testis
murin. Position des amorces FT (sens) et RT (anti-sens) utilisées pour l’amplification de
FXRα (A) et analyse électrophorétique sur gel d’agarose des ADNc obtenus par RT-PCR de la
banque d’ARN de tissus humains et d’échantillons de testis issus de patients atteints
d’azoospermie de type sécrétoire et excrétoire (B). Expression d’ADNc de FXR murin dans
des échantillons de foie et de testis d’individus de 10jours, 15jours et d’adultes ainsi que
dans des lignées cellulaires modèles de spermatogonies (C18.4 et GC1) et de cellules de
Leydig (MA10) (C).

C

1. Liver
2. Testis T1 (azoospermie obstructive)
3. Testis T2 (azoospermie obstructive)
4. Testis T3 (azoospermie obstructive)
5. Testis T4 (azoospermie non obstructive)
6. Testis T5 (azoospermie non obstructive)
7. Testis T6 (azoospermie non obstructive)
8. Water

Liver T1      T2      T3      T4       T5      T6      Water
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somatiques ou extra-embryonnaire comme les tumeurs vitellines, choriocarcinome ou 

tératome.  

Dans notre recherche de caractérisation des sous-types histologiques de TGT, nous avons 

également utilisé d’autres lignées comme les TCam-2, modèle de séminome et les N-Tera2, 

modèle de carcinome embryonnaire capable de se différencier en tissus somatiques 

neuroectodermiques en réponse à l’acide rétinoïque. Malheureusement leur très faible 

capacité de prolifération in vitro ne nous a pas permis de les utiliser en routine. 

1.3 EXPRESSION ET ABONDANCE DE FXRα. 

De plus en plus d’études menées sur le récepteur nucléaire aux acides biliaires FXRα 

incriminent les altérations de son abondance et de son activité dans les pathologies incluant 

les cancers. A l’appui de cela, l’activation de FXRα par des agonistes synthétiques dans des 

cellules de carcinomes hépatiques diminue leur capacité proliférative, migratoire et invasive 

après une xénogreffe orthotopique chez la souris suggérant que ce récepteur puisse exercer 

un effet protecteur (Kim et al. 2007). Ainsi, la démonstration récente par l’équipe d’une forte 

diminution des ARN messagers de FXRα dans des échantillons humains de TGT par rapport à 

des échantillons sains interroge quant à la participation de ce récepteur nucléaire à l’étiologie 

de la maladie.  

Afin de caractériser le taux d’expression et l’état fonctionnel de la signalisation induite par ce 

récepteur, nous avons initialement mesuré de façon qualitative les niveaux d’ARN messagers 

de FXRα dans des banques d’ARN de tissus humains, des échantillons de testicule ainsi que 

dans des lignées cellulaires. Grâce à des échantillons déjà présents dans l’équipe, nous avons 

évalué la présence de FXRα dans des extraits d’ARN dérivés de foie et six échantillons de testis 

humains provenant de patients atteints d’azoospermie d’origine obstructive et non 

obstructive (Figure 27A). A l’aide d’amorces amplifiant une région commune à l’ensemble des 

isoformes de FXRα, nous avons identifié après RT-PCR et migration sur gel d’agarose, un 

fragment de taille attendue dans l’ensemble des échantillons confirmant les données de 

l’équipe (données non publiées, Figure 26). Corroborant ces premiers résultats, l’analyse de 

l’abondance de FXRα en RT-PCR a confirmé sa présence dans des échantillons de foie et de 

testicule chez la souris C57BL/6J (Figure 27B). De surcroît, Fxrα semble exprimé à différents 



Figure 28 : Expression et abondance de FXRα dans les cellules de tumeurs germinales du
testicule. Position des amorces FT (sens) et RT (anti-sens) utilisées pour l’amplification de
FXRα (A) et analyse électrophorétique (B) des ADNc obtenus par RT-PCR pour les cellules
TCam-2 et NCCIT. Les ADNc ont été amplifiés pendant 35 cycles à partir des produits de RT
(dilution 1: 5) synthétisés à partir des ARN totaux (1µg) des cellules HepG2, TCam-2 et
NCCIT. Les cellules de foie HepG2 ont été utilisées comme référence pour l’amplification de
FXRα avec le gène de BRCP comme contrôle de la réaction. Analyses par western blot de
l’abondance de FXRα et de la β-actine à partir d’extraits protéiques totaux de cellules
HepG2, TCam-2, NCCIT sauvages et NCCIT transfectées par un plasmide codant pour FXRα
(contrôle) (C, D, E) Accumulation de FXRα dans les fractions totales (tot), cytoplasmiques
(cy), nucléo-plasmiques (nu) et chromatiniennes (chr). 20µg de chacune des fractions ont
été analysées par western blot avec les anticorps indiqués (F) .
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stades de la vie de l’animal comme l’atteste la présence d’ARNm dans les échantillons de foie 

d’individus de 10 jours, 15 jours et adultes ainsi que dans les testicules de 10 jours et adultes. 

Deux lignées modèles de spermatogonies murines, C18.4 et GC1, expriment également FXRα 

à l’instar des MA10, lignée modèle de cellules de Leydig murine. Ces derniers résultats 

confirment la présence de Fxrα dans les cellules germinales à différents stades de 

différenciation ainsi que dans les cellules endocrines du testicule sécrétant la testostérone 

(Figure 27B). Sachant que les études de l’équipe mettent en évidence une chute des niveaux 

de FXRα dans les tissus de TGT en comparaison à des testis non tumoraux, l’objectif premier 

de ce travail de thèse repose sur la validation des modèles cellulaires de TGT in vitro. A cette 

fin, les niveaux d’abondance de FXRα dans les lignées cellulaires TCam-2 et NCCIT ont été 

caractérisés en comparaison avec la lignée de référence HepG2. Comme présenté à la Figure 

28A, l’utilisation d’amorces spécifiques reconnaissant l’exon 4 de FXRα et sa jonction avec 

l’exon 5 a permis d’amplifier un fragment à partir d’ADN complémentaires (ADNc) produits 

par transcription inverse des ARN de cellules NCCIT. Une comparaison après migration 

électrophorétique de la taille du fragment avec celui attendu de 368 nucléotides pour les 

cellules HepG2 suggère que le gène NR1H4 est transcrit dans les cellules NCCIT à la différence 

des cellules TCam-2 pour lesquelles aucun fragment n’a pu être amplifié dans les mêmes 

conditions expérimentales (Figure 28B). L’utilisation d’un anticorps dirigé contre la région 

amino-terminale de FXRα (aa 2-126 ; Perseus Proteomics) a validé la présence de ce récepteur 

dans les cellules HepG2 mais pas dans les cellules NCCIT, TCam-2 ou N-Tera2 (Figure 28C et 

28D) alors qu’un anticorps contre la protéine β-ACTINE contrôle l’homogénéité des dépôts. Le 

renouvellement de l’analyse avec des quantités plus importantes d’extraits protéiques totaux 

(Figure E) ou avec des fractions subcellulaires n’a pas permis de détecter FXRα dans les cellules 

NCCIT. Comme présenté dans la Figure 28F, FXRα est détecté dans la fraction enrichie en 

chromatine (validée avec l’histone H3) des cellules HepG2. En revanche, l’analyse des fractions 

totales (tot), cytoplasmiques (cy), nucléoplasmiques (Nu) et chromatiniennes (Chr) n’a pas 

permis de révéler la présence de FXRα dans les cellules NCCIT.  

1.4 LES NCCIT EXPRIMENT-ELLES UNE PROTEINE FXRα ? 

L’approche par Western-blot ne permettant pas de confirmer la présence d’une protéine FXRα 

et désirant s’affranchir de la possibilité que la protéine ne soit pas détectée par l’anticorps 
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utilisé (Perseus), nous avons dans un premier temps évalué la présence de protéines capables 

de se fixer aux sites de liaison de FXRα sur l’ADN, les FXRE. A cette fin, un essai de retardement 

de migration électrophorétique (Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA) a été réalisé à 

partir d’extraits de cellules NCCIT et HepG2 (Figure 29). Des sondes radiomarquées 

correspondant à la séquence consensus FXRE de type IR-1 ont été préparées puis mélangés à 

des extraits protéiques nucléaires et totaux de NCCIT. Des complexes protéiques se liant aux 

sondes IR-1 ont été ainsi mis en évidence à partir des extraits nucléaires de cellules NCCIT 

comme avec ceux de la lignée contrôle HepG2. Cette interaction protéine-ADN a été observé 

à la fois dans les extraits nucléaires et les extraits totaux. L’ajout d’un excès de sonde froide 

FXRE agissant en compétition de la sonde radiomarquée a permis de déplacer les complexes 

ce qui atteste de la spécificité de la liaison des protéines à leur élément de réponse de type 

IR1. Ainsi, ces résultats montrent que des protéines présentes dans les NCCIT sont capables 

de lier spécifiquement les sites de liaison de FXRα sur l’ADN. 

Sachant que la protéine FXRα est capable de se fixer à différents FXRE, différentes sondes non 

radiomarquées ont été testées en compétition avec la sonde FXRE consensus IR-1 dans les 

extraits nucléaires de cellules NCCIT ou de cellules HepG2. Nous avons pour cela utilisé des 

sondes de type FXRE IR-1 du gène SHP humain, Shp murin et Shp murin muté pour confirmer 

la spécificité de liaison à la séquence (Figure 30). Un autre FXRE de type ER8 a également été 

utilisé en créant une sonde empruntant le site de liaison de FXRα dans le promoteur de Mrp2 

chez le rat. Nous observons que les sondes SHP humain, Shp murin et rMrp2 sont capables de 

titrer les complexes protéiques comme en témoigne la diminution ou la disparition des 

complexes fixées à la sonde FXRE IR-1 consensus radiomarquée. La mutation présente dans la 

séquence FXRE du promoteur du gène Shp murin ne permet plus à la séquence de titrer les 

protéines et de déplacer les complexes protéines-ADN ce qui renforce la possibilité que des 

isoformes de FXR soient présentes dans les cellules NCCIT. 

Afin d’évaluer si les complexes protéiques capables de se lier aux sondes FXRE IR-1 

contiennent la protéine FXRα, un EMSA supplémentaire a été réalisé avec des extraits de 

cellules NCCIT transfectées avec un ARN interférent dirigé contre FXRα (siFXRα) (Figure 31). 

L’efficacité de l’ARN interférent utilisé a été confirmée dans la lignée HepG2 en western-blot 

comme l’atteste la forte diminution de la protéine FXRα en présence du siFXRα par rapport au 

siRNA contrôle (ciblant une séquence GFP). Cette baisse n’a pu être confirmée dans la lignée 
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NCCIT en accord avec l’absence de protéine FXRα détectable en western blot avec les outils 

immunologique disponible. L’analyse par EMSA a confirmé les résultats précédemment 

obtenus en montrant la présence de complexes protéiques capables de lier la sonde FXRE 

radiomarquée avec des extraits de cellules NCCIT non transfectées et la perte de ces 

complexes par compétition en présence de la sonde froide ajoutée en excès. La transfection 

des NCCIT avec l’ARN interférant dirigé contre FXRα semble diminuer la quantité de complexes 

protéiques en comparaison avec le siRNA contrôle. Ce résultat tend donc à montrer la possible 

présence de la protéine FXRα dans les NCCIT. 

1.5  L’ACTIVITE DES CELLULES DE TGT EST MODIFIEE PAR LES AGONISTES DE FXRα. 

En complément des études relatives à la mesure de l’expression et de l’abondance de FXRα 

dans les lignées de cellule de TGT, nous avons exploité les propriétés des agonistes GW-4064 

et INT-747 pour analyser l’état fonctionnel de la signalisation induite par ce récepteur. Ces 

deux molécules présentent des concentrations efficaces médianes (EC50) inférieures à 0,1µM 

et ont fait l’objet de nombreuses études pour leur capacité à activer la transcription des gènes 

par FXRα. Pour la suite de notre travail, nous avons donc maintenu les cellules NCCIT et TCam-

2 en culture en présence de quantités croissantes de GW-4064 ou d’INT-747. L’ajout de 0,1 et 

1,0µM de GW-4064 aux cellules HepG2 a augmenté d’environ 30 à 40% le nombre de cellules 

après 48 heures d’incubation par rapport au véhicule DMSO (Figure 32). Cette hausse n’est 

cependant pas retrouvée pour les cellules NCCIT dont le nombre chute de plus de 70% 

(p<0,05) pour des concentrations supérieures à 1,0µM. Cette baisse de la numération 

cellulaire est aussi observée dans les cellules HepG2 mais pour des concentrations supérieures 

à 5,0µM pour atteindre seulement 20% (p<0,05) du nombre de cellules retrouvées de la 

condition de référence avec le véhicule DMSO. Cette dernière observation suggère que de 

fortes concentrations d’agonistes de FXRα puissent affecter la viabilité des cellules. Pour 

répondre à cela, les cellules HepG2, NCCIT et TCam-2 ont été ensemencées à des densités de 

25x103, 50x103 et 100x103/puits en plaque 96 puits, puis traitées dans les mêmes conditions 

expérimentales afin d’évaluer leur activité métabolique. Après quatre heures d’incubation 

supplémentaire à 37°C avec une solution de sel de tétrazolium (MTT ; 1,5mg/ml), la quantité 

de formazan produit par l’activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale a été 

mesurée par spectrométrie à 570nm après dissolution des précipités. La figure 33 montre que 
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l’activité métabolique des cellules HepG2 et NCCIT augmente d’environ 10 à 30% en présence 

de 0,1 et 1,0µM de GW4064 avant de chuter de plus de la moitié et de s’inactiver à partir de 

5,0µM dans les cellules NCCIT et TCam-2. Cette chute est beaucoup moins marquée pour les 

cellules HepG2 pour lesquelles l’activité reste inchangée jusqu’à 10,0µM. A la différence du 

GW-4064, l’INT-747 n’affecte pas la viabilité des lignées cellulaires étudiées pour l’ensemble 

des concentrations utilisées (Figure 33). De par la capacité de FXRα à freiner la prolifération 

et à stimuler l’apoptose dans les cellules de cancers du sein (Alasmael et al. 2016) nous avons 

exploré la possibilité que la chute d’activité mitochondriale et la diminution du nombre de 

cellules causées par le GW-4064 soient liées à l’activation d’une mort programmée par 

apoptose. L’analyse des niveaux de la protéine PARP-clivée a été déterminée mais doit être 

confirmée par d’autres approches expérimentales (données non montrées). Un marquage des 

cassures ADN par incorporation de désoxyribonucléotides (TUNEL, Tdt-mediated dUTP-biotin 

Nick End Labeling) en complément d’études sur la nécrose et/ou l’autophagie pourraient 

renseigner les causes de la baisse de viabilité des cellules HepG2 et TCam-2. 

1.6 LES AGONISTES DE FXRα MODIFIENT LE PROFIL DE GENES CIBLES DANS LES CELLULES DE TGT. 

Par son activité de facteur de transcription inductible, FXRα apparaît comme un acteur clé 

dans la régulation du métabolisme des glucides et des lipides notamment en contrôlant 

l’expression de gènes codants pour des enzymes, des transporteurs membranaires ainsi que 

des protéines régulatrices de la transcription. Pour caractériser davantage l’état d’activation 

de la signalisation induite par FXRα, nous avons évalué les profils d’expression des gènes cibles 

SHP et MPR2 dans les cellules NCCIT et TCam-2 en absence et en présence des agonistes de 

FXRα. Comme attendu, des incubations avec 1,0µM de GW4064 ont augmenté les niveaux 

d’ARN messagers de SHP d’un facteur 1,5 (± 0,14 ; P<0,05) à 2,2 (±0,1 ; P<0,05) alors que la 

stimulation induite par l’INT-747 est plus modeste avec une hausse d’environ 30 à 70% (1,31 

± 0,06 vs 1,69 ± 0,09 ; P<0,05) respectivement après 24 et 48 heures de traitement (Figure 

34A). Cet effet activateur n’a pas été retrouvé pour le gène MRP2 déjà décrit comme une cible 

de l’activité transcriptionnelle de FXRα dans des cellules HepG2 qui le surexpriment après 

transduction virale (Kast et al. 2002). De manière intéressante, l’accumulation des ARNm SHP 

et MRP2 est augmentée dans les cellules TCam-2 en présence de GW4064 (∆∆Ct SHP=3,3±0,4 

; ∆∆CtMRP2=3,3±0,6) et d’INT-747 (∆∆Ct SHP=7,5±0,5; ∆∆CtMRP2=2,1±0,2) après 48 heures 



Figure 32 : Effet de l’agoniste GW4064 de FXRα sur la multiplication des cellules HepG2 et
NCCIT. Les cellules ont été ensemencées à une densité de 4x105 cellules/puits en plaque 6
puits. Après 48 heures de stimulation avec des concentrations croissantes d’agoniste
GW4064, les cellules adhérentes ont été récupérées et comptées à l’aide d’un compteur
automatique LUNA-IITM. Le nombre de cellules dénombrées est présenté en pourcentage par
rapport au nombre de cellules après 48 heures de traitement avec le véhicule (DMSO). Les
statistiques de significativité ont été calculées par le test de Student (moyenne ± écart-type
avec n=3; (* : p<0,05).

Figure 33 : Effets de l’agoniste INT-747 de FXRα sur la viabilité des cellules HepG2,
NCCIT et TCam-2. Les cellules ont été ensemencées en plaques 6 puits pour 48 heures de
stimulation avec des concentrations croissantes de GW-4064 (A) ou d’INT-747 (B), puis
l’activité enzymatique mitochondriale a été mesurée après 4 heures supplémentaire
d’incubation avec le sel de tétrazolium (MTT). Le pourcentage d’activité enzymatique est
présenté par rapport à la condition de référence (DMSO). Les statistiques de significativité
ont été calculées par le test de Student (moyenne ± écart-type avec n=3; (* : p<0,05).
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de traitement. Ces profils sont spécifiques de la lignée TCam-2 puisque les agonistes influent 

peu ou pas sur l’expression de MRP2 dans les cellules NCCIT alors que l’expression de SHP 

diminue de moitié dans ces cellules après 48 heures de traitement (Figure 34B) 

2 ANALYSE IN SILICO DE L’EXPRESSION DE FXRα DANS LES TGT 

2.1 SOUS-TYPES TUMORAUX EXPRIMANT FXRα 

Dans l’optique de corréler nos résultats expérimentaux aux données disponibles dans les 

bases de données, nous avons réalisé plusieurs analyses en bioinformatique à partir des 

échantillons de TGT issues de la banque TCGA (The Cancer Genome Atlas). Nous avons ainsi 

pu récupérer les données génomiques, histologiques et cliniques de 150 tumeurs germinales 

du testicule dont 63 séminomes et 86 non-séminomes. A partir du transcriptome de chaque 

échantillon tumoral, nous avons réalisé une analyse en composante principale (PCA) afin 

d’évaluer la variabilité d’expression génomique des échantillons selon le type de tumeur 

(Figure 35). Cette étude a permis de distinguer 3 populations exprimant un transcriptome 

proche. En corrélant l’identité histologique des échantillons à chaque transcriptome visualisé 

sur la PCA, nous avons pu associer le type de tumeurs contenu dans chaque cluster. 

La première d’entre eux, dont les échantillons sont représentés en bleu foncé sur la PCA 

(Figure 35A) correspond à des tumeurs de type séminomes. Les deux autres clusters, 

symbolisés en rose représentent les non-séminomes. Parmi les non-séminomes, deux sous 

populations se distinguent. L’une caractérise les carcinomes embryonnaires, tumeurs 

indifférenciées, tandis que l’autre comprend les tératomes et tumeurs du sac vitellin. Sachant 

que 63 tumeurs sont mixtes, on remarque que le transcriptome se retrouve dans le cluster du 

type histologique dominant. 

Afin d’étudier l’expression de FXRα dans les tissus, nous avons caractérisé chaque tumeur 

selon un profil FXR positif (+) ou FXR négatif (-). Le seuil a été choisi à 10 RNA-Seq by 

Expectation-Maximization (RSEM), correspondant à la médiane des échantillons. Cette 

seconde étude montre que les tumeurs FXR+ se concentrent majoritairement dans la 

population de non-séminomes et plus particulièrement, dans le contingent 



Figure 34 : Analyse de l’expression des gènes cibles de l’activité de FXRα. Après une
stimulation de 24 et 48 heures avec des agonistes de FXRα, l’accumulation des transcrits de
SHP (A) et MRP2 (B) a été mesurée par RT-qPCR. Les données sont normalisées par rapport au
gène de ménage β-actine et exprimées en proportion de la condition de référence (véhicule
DMSO) à partir de 3 échantillons ± écart-type (n = 3). Les statistiques de significativité ont été
calculées par le test de Student (* : p<0,05).
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tératomes/tumeurs du sac vitellin qui sont les tumeurs les plus différenciées parmi les TGT 

(Figure 35B). 

Afin de confirmer le lien entre le niveau d’expression de FXRα et le profil histologique des 

tumeurs, des études de corrélation ont été réalisées (Figure 35C). La figure 35C montre la 

proportion de tumeurs FXRα+ et FXRα- parmi les groups de tumeurs “séminomes” et “non 

séminomes”. Cette étude montre une proportion de tumeurs FXRα+ plus importante dans les 

non-séminomes que dans les séminomes qui contiennent en quasi-totalité des tumeurs 

négatives pour FXRα. L’association entre l’expression de FXRα et le type de tumeurs est 

confirmé par le test statistique qui donne une p-value < 0,0038. Sachant que le groupe des 

non-séminomes associe un ensemble de tumeurs hétérogènes, nous avons réalisé une étude 

plus détaillée sur la corrélation entre les niveaux de FXRα et les sous-types histologiques 

(Figure 35D). Dans cette seconde analyse, les niveaux de FXRα sont comparés aux sous-types 

histologiques incluant les tumeurs mixtes. Ce graphique confirme le résultat précédent mais 

montre de surcroît que FXRα est exprimé exclusivement dans les tumeurs de type “tératomes” 

et les tumeurs mixtes à dominante “tératomes”. Dans les autres sous-types histologiques, les 

niveaux de FXRα semblent très faibles voire nuls.  

L’ensemble de ces résultats montre donc que les séminomes sont des tumeurs exprimant 

faiblement ou n’exprimant pas FXRα tandis que les tumeurs à dominante tératomes, qui sont 

des tumeurs à caractère différencié, l’expriment fortement. 

2.1.1 FXRα et différenciation 

Les tératomes sont des tumeurs dérivant des 3 feuillets embryonnaires : endoderme, 

ectoderme et mésoderme. Ils représentent donc une catégorie de tumeurs à contingence 

cellulaire hétérogène avec des cellules entrées à différents stades de leur différenciation. La 

différenciation des cellules embryonnaires implique plusieurs mécanismes dont la régulation 

médiée par les récepteurs RARα/RXR qui inhibent l’expression des gènes de pluripotence et 

activent celle des facteurs de différenciation (Chatagnon et al. 2015). Par conséquent nous 

avons souhaité connaître le statut en RARα dans les échantillons de TGT en libre accès sur le 

site du TCGA. Sur la Figure 36A, nous mettons en évidence que toutes les tumeurs expriment 

RARα. Cependant, les tumeurs exprimant majoritairement ce récepteur correspondent aux 

tumeurs à caractère différencié. En effet, les séminomes et carcinomes embryonnaires, les 
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Figure 35 : Analyse in silico de l’expression du gène FXRα dans des échantillons de tumeurs
germinales du testicule. Après une sélection de 149 TGT sur la base de données cBioportal,
leur transcriptome a été analysé en PCA et deux populations de séminomes (bleu) et non
séminomes (rose) ont été discriminées (A). L’expression de FXRα dans chaque échantillon a été
examinée permettant de discriminer les tumeurs FXRα+ (bleu) des FXRα- (rouge) (B). Dans les
sous types SE (n=63) et NSE (n=86), la proportion des tumeurs FXRα+ (rouge) et FXRα- (bleu) a
été mesurée). Le test de significativité a été calculé par le test du Chi-2 (C). Un box-plot des
TPM normalisés de FXRα de chaque échantillon a ensuite été créé en classant les TGT par sous-
type tumoral (D).
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tumeurs contenant les cellules les plus immatures, correspondent aux échantillons exprimant 

les niveaux les plus faibles de RARα. A l’inverse, les tumeurs de type « tératomes » et 

« tumeurs du sac vitellin » sont celles qui expriment le plus RARα. En outre, les tératomes 

matures sont les tumeurs les plus riches en RARα confirmant le lien entre niveaux de RARα et 

stade de différenciation des cellules. 

L’ensemble de nos données précédentes montrent que les non-séminomes de type 

« tératomes », tumeurs les plus différenciées, sont celles qui expriment le plus fortement les 

récepteurs FXRα et RARα. Par conséquent nous avons voulu explorer si l’expression de FXRα 

pouvait être liée à celle de RARα. 

Afin d’évaluer le lien entre l’expression de RARα et de FXRα nous avons effectué une analyse 

de corrélation entre l’expression des transcrits des deux gènes dans l’ensemble des TGT 

(Figure 36B). Les résultats ont montré une corrélation positive entre l’expression de RARα et 

FXRα, avec une corrélation de Spearman de 0,52. 

Grâce à un séquençage du transcriptome (RNA-sequencing) réalisé précédemment dans 

l’équipe (Martinot et al. 2017), comparant le transcriptome de testicules de souris C57BL/6 

invalidées pour Fxrα (Fxrα-/-) avec des souris contrôle C57BL/6 (WT), nous avons exploré le 

lien entre l’expression de FXRα et celle de gènes de la signalisation RARα (Figure 36C). 

Lors d’une première analyse nous avons regardé les gènes les plus dérégulés entre les deux 

conditions Fxrα-/-/WT grâce au logiciel d’analyse GSEA. A partir de cette liste de gènes nous 

avons analysé les processus biologiques en Gene Ontology (GO) grâce à l’outil en ligne Amigo2. 

Parmi les ontogénie génique (GO) enrichies, nous avons retrouvé un ensemble de fonctions 

liées à la régulation de la différenciation cellulaire (regulation of cell differentiation)  à 

corrélation positive (fold 1,32 : p-value 3,69E-12) en comparant FXRα -/- vs WT.  

2.1.2 FXRα et profils de méthylation 

Les données de la littérature montrent que les non-séminomes sont des tumeurs 

hyperméthylées tandis que les séminomes sont hypométhylées. Par ailleurs, les tumeurs type 

“tératomes” présentent les profils de méthylation des ilots CpG les plus élevés. Par 

conséquent, nous avons voulu explorer la corrélation dans les tumeurs entre les niveaux de 

FXRα et les taux de méthylation des échantillons (Figure 37). Les résultats ont montré une 
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Figure 36 : Examen in silico de l’expression du gène RARα et de sa corrélation avec
l’expression de FXRα dans les échantillons de TGT et dans des modèles murin Fxrα-/-.
Un box-plot des RSEM normalisés de RARα dans les échantillons de TGT a été réalisé en
classant les tumeurs par sous-type tumoral (A). Les co-expressions des ARNm de FXRα et de
RARα ont été illustrées en nuages de point pour chaque échantillon de TGT et leur corrélation
a été calculée (test de Sperman et Pearson) ainsi que la significativité des tests (p-value) (B). La
signalisation des rétinoïdes contrôlée par le récepteur RARα implique une cascade de gènes
dont plusieurs sont dérégulés chez les souris Fxrα -/- (C). Adapté de Bin Guo et coll. 2018. +
revue Martinot, 2017 Stem cell.
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corrélation positive entre les deux facteurs, avec une valeur augmentée lorsque l’on compare 

exclusivement le taux de méthylation et l’abondance de FXRα aux échantillons de non-

séminomes puis aux tératomes. 

2.1.3 Ontologies et voies de signalisation des gènes corrélés à FXRα dans les TGT 

Les données obtenues par les approches de bioinformatique montrent que les niveaux de 

FXRα sont corrélés à plusieurs processus retrouvés dans les tératomes. Par conséquent, nous 

avons voulu savoir dans quels processus biologiques étaient impliqués les gènes dont 

l’expression est corrélée à celle de FXRα. Cette étude a été réalisé dans un premier temps dans 

l’ensemble des TGT (Figure 38 et 39), puis dans un second uniquement dans les tératomes 

(Figure 40).  

Après avoir sélectionné les 1228 gènes dont la corrélation de Spearman est >0,4 ou <-0,4 et la 

p-value <0,01 pour l’ensemble des TGT, nous avons analysé des processus biologiques liés à 

ces gènes en GO (Figure 38). Pour cela nous avons comparé plusieurs outils dont “Genetrail”, 

“Genomatix” et Panther. Les processus les plus représentés en GO sont liés notamment aux 

capacités d’adhésion des cellules et au métabolisme des acides nucléiques. 

Nous avons répété le même protocole pour analyser avec le logiciel Genomatix afin d’obtenir 

des informations sur la corrélation de ces gènes avec les réseaux de signalisation (Figure 39). 

Cette démarche a confirmé les données obtenues précédemment en retrouvant des liens avec 

la signalisation des rétinoïdes et l’organisation de la matrice extracellulaire. Les gènes corrélés 

avec l’expression de FXRα sont positivement régulés avec l’expression des gènes impliqués 

dans la signalisation des rétinoïdes et la dégradation du récepteur RARα. De surcroît, cette 

analyse a confirmé la relation inverse entre l’expression de FXRα et celle des facteurs de 

pluripotence. En effet, les gènes corrélés à l’expression de FXRα dans les TGT sont impliqués 

dans la régulation transcriptionnelle des cellules souches pluripotentes comme défini avec le 

logiciel Genomatix. Ces observations confortent les données initiales de l’équipe qui mettaient 

en évidence une chute de l’expression de FXRα associée à une augmentation des facteurs de 

pluripotence OCT3/4 et NANOG. 

  



NSETGT

Tératomes

C

A B

Figure 37 : Corrélation des niveaux d’expression de FXRα avec la méthylation globale des
ilôts CpG dans les TGT.
Les taux moyens de méthylation des ilôts CpG de chaque échantillon de TGT ont été corrélés
avec les niveaux d’expression de FXRα pour chaque échantillon de TGT (A), de NSE (B) ou de
Tératomes (C). Les tests de corrélation ont été calculés par les méthodes de Pearson (CP) et
Spearman (CS) ainsi que la significativité du test de Chi-2. Les courbes de tendances sont
illustrées en bleu et rouge.
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Bien que l’ensemble de ces résultats ne nous ait pas permis de conclure sur l'expression de 

FXRα dans ces lignées cellulaires de TGT, nos analyses in silico confortent les résultats de 

l’équipe quant à la possible implication de FXRα dans l’étiologie des TGT. Par ailleurs, de 

nouvelles tentatives de clonage par RT-PCR menées dans les cellules NCCIT et la lignée 

contrôle HepG2, a permis d’identifier une nouvelle isoforme caractérisée que nous nous 

sommes efforcés de caractériser dans la section suivante.  

Sachant que la perte de FXRα est associée au développement tumoral dans plusieurs tissus, 

notre identification récente d’un nouveau variant d’épissage du récepteur FXRα, et son 

accumulation dans différentes lignées de cellules cancéreuses, interrogent sur les 

propriétés/fonctions de ce facteur dépourvu de la moitié de son domaine de liaison à l’ADN 

après excision de son exon 5 (ΔEx5). Nous avons formulé l’hypothèse que les activités de ce 

variant FXRα1ΔE5 participe au développement normal et pathologique avec pour objectif 

d’évaluer la contribution de ce dernier à la biologie des tumeurs germinales du testicule (TGT). 

Pour cela, nous avons proposé d’explorer les caractéristiques structurales et fonctionnelles de 

ce facteur, de définir ses capacités d’interaction avec l’ADN et le partenaire RXRα, puis de 

dresser une liste de ses gènes cibles tout en renseignant les voies métaboliques qu’il contrôle 

à l’aide d’analyses du génome à haut-débit. Au final, il était attendu par ce travail que nous 

définissions les propriétés de ce nouveau variant de FXRα tout en validant son expression et 

celles des réseaux de gènes cibles que nous identifierions avec un retour vers les TGT pour 

comprendre comment les altérations fonctionnelles du récepteur FXRα pourraient participer 

au développement tumoral et à la progression des TGT. 
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Figure 38 : Ontologies et voies de signalisations médiées par les gènes corrélés à l’expression
de FXRα dans les TGT.
Les dix processus biologiques (A) et voies de signalisation (B) les plus importants, positivement
(rouge) ou négativement (bleu) régulés par les gènes corrélés à l’expression de FXRα
(spearman >0,4 et <-0,4) dans les TGT (source GO et KEGG).
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Biological oxidations 7,51E-06
Signaling by Retinoic Acid 1,97E-05
Extracellular matrix organization 1,07E-04
Beta1 integrin cell surface interactions 5,56E-04
FOXA1 transcription factor network 6,22E-04
Transcriptional regulation of pluripotent stem cells 1,03E-03
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akt signaling pathway 5,98E-03
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Alpha9 beta1 integrin signaling events 6,33E-03
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Figure 39 : Réseaux de gènes médiés par les gènes corrélés à l’expression de FXRα dans les
TGT.
Les quinze réseaux de gènes les plus significatifs (logiciel Génomatix) impliquant les gènes
corrélés à FXRα (spearman >0,4 et <-0,4) (A) et confortant la corrélation inverse entre FXRα et
les gènes de pluripotence OCT3/4 et NANOG observée par l’équipe (Figure 26) (B) et celle de
FXRα avec la voie des rétinoïdes (C).



Figure 40 : Ontologies et voies de signalisations médiées par les gènes corrélés à l’expression
de FXRα dans les tératomes.
Les dix processus biologiques (A) et voies de signalisation (B) les plus importants, positivement
(rouge) ou négativement (bleu) régulés par les gènes corrélés à l’expression de FXRα (spearman
>0,4 et <-0,4) dans les tératomes (n=35) (source GO et KEGG).
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Summary 1 

Background & Aims: The farnesoid X receptor alpha (FXRα, NR1H4) is a bile acid-activated 2 

nuclear receptor that sets the expression of target genes by interacting with FXRα-responsive 3 

elements as a heterodimer with the 9-cis-retinoic acid receptor (RXR). Jointly with recruited 4 

cofactors, the four current FXRα isoforms reported so far in human and rodent have been 5 

described to regulate both isoform- and tissue-specific gene expression profiles. We described 6 

here the identification and the characterization of a novel alternatively spliced form of FXRα1 7 

lacking exon 5 (FXRα1ΔEx5) within the DNA-binding regulatory domain with still undescribed 8 

biological functions. Methods: We evaluated global FXRα1ΔEx5 expression profile in human 9 

and mouse tissues using Genotype-Tissue Expression (GTEx) resources portal and reverse 10 

transcription polymerase chain reaction, followed by assessment of DNA-binding and 11 

transcription activation using mobility shift assays and luciferase reporters. We analyzed and 12 

compared the transcriptome of HepG2 cells overexpressing FXRα1 and exon 5 spliced variant 13 

isoforms using RNA sequencing and validated the gene expression profiles by quantitative 14 

PCR. Interaction with the RXRα partner and integration of ligand-dependent signals across the 15 

dimer interface were also evaluated. Results: We show that the FXRα1ΔEx5 is expressed in all 16 

FXRα-expressing tissues and cells from human and mouse, and that is not able to either bind 17 

to its response element or activate FXRα dependent transcriptional networks although it is 18 

found in chromatin-enriched fraction probably by occurring protein-protein interactions. 19 

Moreover, this splice variant exhibits a weak dominant negative effect on transcriptional 20 

activity of the full length FXRα1 and modified interaction capacities with is obligate 21 

heterodimer partner RXRα that may account for silencing of this permissive dimer for signal 22 

transduction via a still unknown structural mechanism. Conclusions: All together, these 23 

findings highlighted a novel mechanism by which alternative splicing regulates FXRα gene 24 
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function to fine-tune adaptive and/or metabolic response to chemical signals. Taking this into 1 

account could deepen our understanding on how splicing events may adapt FXRα to activate 2 

specific transcriptional programs in tissues and cells. 3 

  4 
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Introduction 1 

The farnesoid X receptor (FXR, NR1H4) is a member of the nuclear receptor (NR) 2 

superfamily of ligand-dependent transcription factors that operates as a heterodimer with the 3 

retinoid X receptor α (RXRα)(Forman et al., 1995; Makishima et al., 1999). Like most NR, FXRα 4 

retains a DNA-binding domain (DBD) coupled by a flexible linker to a ligand-binding domain 5 

(LBD) that serves as a transcriptional switch for ligand-dependent recruitment of coregulatory 6 

proteins and transcriptional modulation of FXRα target genes [recently reviewed in (Garcia et 7 

al., 2018)]. Over the years, FXRα has been shown to be highly expressed in enterohepatic 8 

tissues such as the liver and intestine, and to play a key role in maintaining cholesterol and 9 

bile acid levels as well as in regulating fatty acid and glucose metabolisms (Cariou and Staels, 10 

2007; Wang et al., 2008; Gadaleta et al., 2015). Besides these metabolic functions, we and 11 

other have highlighted the relevance of FXRα signaling in other biological processes such as 12 

steroidogenesis, germ cell fate determination and male reproduction function with an impact 13 

on male fertility since genetic ablation of FXRα promotes an abnormal accumulation of 14 

undifferentiated germ cells in mouse testis (Volle et al., 2007; Baptissart et al., 2016; Martinot 15 

et al., 2017). 16 

Owing to the variety of molecular responses induced by FXRα signaling under physiological 17 

and pathological conditions, many efforts have been made in order to understand how this 18 

NR regulates a broad transcriptional program to promote ligand-dependent functions 19 

following FXRα/RXRα heterodimerization to FXRα response element (FXRE). As for the other 20 

NRs, two zinc finger motifs allow FXRα to interact with its response element which contains 21 

two copies of a consensus AGGTCA-like DNA sequence reiterated directly (DR), inverted (IR) 22 

or everted (ER) with various inter half-site spacing. Even though the FXRα/RXRα heterodimer 23 

binds mostly to the consensus IR-1 (IR spaced by 1 base pair) sequence, this complex also 24 
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binds to and activates a variety of other FXREs in conjunction with transcriptional co-activators 1 

or co-repressors that coordinate either gene activation or repression following post-2 

translational modifications of histones and non-histone proteins (Becares et al., 2017; 3 

Kemper, 2011). 4 

In human and rodent, four biologically active variants have been described so far from a 5 

single NR1H4 locus (Huber et al., 2002; Zhang et al., 2003). These distinct isoforms that differ 6 

in both tissue- and species-specific expression as well as in ligand-dependent transcriptional 7 

activities arise from an alternatively spliced 12-bp extension (amino acid sequence: MYTG) of 8 

the DNA-binding domain (DBD) in conjunction with the usage of two alternative promoters 9 

located in the first and the third exon of the gene (Otte et al., 2003; Vaquero et al., 2013). 10 

These transcript variants termed FXR alpha1 and FXR alpha2 with (+) and without (-) the MYTG 11 

insertion (also denominated FXR alpha1 through alpha4) contrast in their activating function 12 

domain (AF-1) at the N-terminus as well as in the hinge region immediately adjacent to the 13 

DNA-binding domain (Fig 1A). Indeed, this latter insert was shown to affect FXRα isoforms 14 

ability to bind specific DNA sequences in the promoter region of FXRα target genes (Zhang et 15 

al., 2003). Moreover, most metabolic effects regulated by FXRα in mouse and human liver 16 

cells were recently reported to be regulated by the FXRα2 isoforms (corresponding to the 17 

FXRα1 - MYTG) exclusively bound to specific DNA sequences that correspond to ER and IR 18 

motifs (Correia et al., 2015; Ramos Pittol et al., 2020). This indicates that cell-specific pattern 19 

of FXRα isoforms might be involved in the differential response of FXRα target genes to 20 

its activation. 21 

In the present study, we reported an unidentified naturally occurring spliced variant of 22 

FXRα which harbors a deletion of exon 5 encoding the second zinc finger of the DNA-binding 23 

domain. The frequency of exon 5 skipping in human (normal and tumor) cell lines and tissues 24 
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as well as in different mouse tissues suggests that this is a legitimate event with a potential 1 

biological relevance to modulate FXRα activity and transcriptional activity. Here, we proposed 2 

alternative splicing of the DBD as a novel mechanism of modulating FXRα activity. 3 

 4 

Methods 5 

Materials and Plasmids 6 

Gibco supplies the Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, cat#31053) and antibiotics 7 

(Penicillin-Streptomycin, cat#15140122). Fetal bovine serum (cat#CVFSVF00-01), L-Glutamine 8 

(cat#CSTGLU00-0U) and DPBS (cat#CS1PBS01-01) were obtained from Eurobio Scientific (Les 9 

Ulis, France). Antibodies used were mouse monoclonal anti-FXRα (N20, A9033A, Perseus 10 

Proteomics); rabbit polyclonal anti-RXRα (D20, sc-553, Santa Cruz Biotechnology); goat 11 

polyclonal anti-H3 (C16, sc-86534, Santa Cruz Technologies); and rabbit polyclonal anti-βactin 12 

from Sigma-Aldrich (cat#A2066). Immune complexes were detected with horseradish 13 

peroxidase-conjugated goat anti-rabbit (Ref#B12407) or goat anti-mouse (Ref#BI2413C) or 14 

rabbit anti-goat (Ref#BI2403) immunoglobulin G secondary antibodies (Abliance, Compiègne, 15 

France). The FXRα expression vectors were constructed by subcloning the full-length wild-type 16 

and exon 5 skipped FXRα1 isoforms PCR fragments amplified by reverse transcription of 17 

HepG2 total RNA (Forward primer, 5’-GATCGGATCCGGATCAAAAATGAATCTCATTG-3’; Reverse 18 

primer 5’- GATCTCTAGACTGCACGTCCCAGATTTCACAG-3’) directly into the BamHI/XbaI sites of 19 

the pcDNA3.2 vector (Life Technologies, CA, USA) in-frame with the Flag and HA epitopes. All 20 

DNA constructs were analyzed using restriction enzymes, agarose gel electrophoresis and 21 

Sanger sequencing. Both Shp and Akr1b7-luciferase reporter genes used in this study have 22 

been already described (Volle et al., 2004; Vega et al., 2015) 23 

 24 
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Cell Culture and transfection assays. 1 

HepG2, HeLa and HEK293 cells were cultured in 10 cm plates in DMEM supplemented with 2 

10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) at 37°C in a humidified atmosphere containing 3 

5% CO2. NCCIT cells were maintained in complete RPMI medium containing 10% heat-4 

inactivated SVF and antibiotics. For transient transfections, 3-4 x 105 cells per well were plated 5 

in 6 well-plates and the next day, transient transfections were performed using the JetPEI 6 

procedure (Polyplus, Illkrich, France). Two days later, cells were lysed and the luciferase 7 

activity was measured as described (Oba et al., 2003). 8 

 9 

RNA extraction, PCR analysis and sequencing. 10 

Normal human skeletal muscles (HR-102), small intestine (HR-306), colon (HR-311), liver 11 

(HR-314), testis (HR-401), ovary (HR-406), adrenal (HR-501), lung (HR-601), kidney (HR-901) 12 

and gallbladder (R1234118-10) total RNAs were purchased from AMS Biotechnologies Europe 13 

LTD (Abingdon, UK). Mouse total RNA were isolated from adult tissues (male and female 14 

C57Bl/6 animals) using Nucleospin RNA L (Macherey Nagel). cDNA were synthesized from total 15 

RNA with the MMLV reverse transcriptase and random hexamer primers (Promega). Specific 16 

primers pairs used for RT-PCR and qPCR assays are available upon request. Real-time PCR 17 

measurement of individual cDNAs was performed using SYBR green dye (Master mix Plus for 18 

SYBR Assay; Eurogentec) to measure duplex DNA formation with the Eppendorf Realplex 19 

system. Standard curves were generated with pools of cDNA and the results were analyzed 20 

using the ΔΔCt method. For RNA sequencing, human HepG2 hepatocarcinoma cells were 21 

transfected with FXRα1(-) and FXRα1ΔEx5 expressing vectors and total RNA was extracted 22 

using Nucleospin RNA isolation kit (Macherey Nagel), according to the manufacturer's 23 

instructions. Sequencing was performed by the GenomEast platform, a member of the "France 24 
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Génomique" consortium (ANR-10-INBS-0009). Briefly, cDNA libraries were prepared using 1 

TruSeq Stranded mRNA library prep kit for sequencing on Illumina Hi-Seq 4000 platform (1x 2 

50bp, IGBMC Ilkirch, France). Reads were mapped onto the hg38 assembly of Homo sapiens 3 

genome using STAR v2.5.3a. (Dobin et al., 2013) and the Bowtie 2 v2.2.8 aligner (Langmead 4 

and Salzberg, 2012). Gene expression quantification was performed from uniquely aligned 5 

reads using htseq-count v0.6.1p1 (Anders et al., 2015) with annotations from Ensembl release 6 

99. Only non-ambiguously assigned reads have been retained for further analyses and the 7 

Simple Error Ratio Estimate (SERE) coefficient has been used to quantify global RNA-seq 8 

sample differences (Schulze et al., 2012). Read counts were normalized across libraries with 9 

the method proposed by Anders and Huber (Anders and Huber, 2010). Comparisons of 10 

interest were performed using the test for differential expression proposed by Love et al. 11 

(Love et al., 2014) and implemented in the Bioconductor package DESeq2 v1.16.1. P-values 12 

were adjusted for multiple testing using the Benjamini and Hochberg method (Benjamini and 13 

Hochberg, 1995). Raw data are deposited at GEO with the accession number GSEXXXXX) 14 

 15 

Protein extraction and western blotting 16 

To make the whole-cell lysates, cells were washed with 1X PBS and resuspended in ice cold 17 

RIPA buffer. After brief sonication on ice and clarification for 30 min at 15,000 x g, 40µg of 18 

proteins were resolved through SDS-polyacrylamide gels and transferred to nitrocellulose 19 

membranes. Membranes were blocked with BSA buffer [5% BSA in Tris-buffered saline (TBS)-20 

Tween 20] for 1 h and incubated with the indicated primary antibodies in BSA buffer overnight 21 

at 4°C. The membranes were washed three times with TBS-Tween 20 and then incubated 90 22 

min with horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit, goat anti-mouse or rabbit anti-23 

goat immunoglobulin G secondary antibodies, followed by enhanced chemiluminescence with 24 
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Clarity Western ECL Blotting Substrate (BioRad Laboratories, Richemond CA, USA). Small-scale 1 

biochemical fractionation was performed as described previously (Wysocka et al., 2001). 2 

Briefly, 1-2x107 cells were collected, washed with phosphate-buffered saline (PBS), and 3 

resuspended at 4x107 cells/ml in buffer A (10 mM HEPES [pH 7.9], 10 mM KCl, 1.5 mM 4 

MgCl2,0.34 M sucrose, 10% glycerol, 1 mM dithiothreitol, and protease inhibitor cocktail 5 

[Boehringer]). Triton X-100 was added (0.1% final concentration), the cells were incubated on 6 

ice for 8 min, and nuclei (fraction P1) were collected by centrifugation (5 min, 1,300 x g, 4°C). 7 

The supernatant (fraction S1) was clarified by high-speed centrifugation (5 min, 20,000 x g, 8 

4°C), and the supernatant (fraction S2) was collected. The P1 nuclei were washed once in 9 

buffer A and lysed for 30 min in buffer B (3 mM EDTA, 0.2 mM EGTA, 1 mM dithiothreitol, and 10 

protease inhibitor cocktail [Boehringer]), and insoluble chromatin (fraction P3) and soluble 11 

(fraction S3) fractions were separated by centrifugation (5 min, 1,700 x g, 4°C). After an 12 

additional wash, the P3 fraction was resuspended in buffer B for western blotting with the 13 

indicated antibodies. 14 

 15 

GST pull-down experiments 16 

GST control protein as well as GST-fused proteins with either the DBD or the LBD of RXRα 17 

were obtained by transforming expressing plasmids into BL21 (DE3) pLysS strain-competent 18 

cells followed with 1 mM isopropyl-D-thiogalactoside induction. GST fusion proteins were 19 

then purified by glutathione-agarose as instructed by the manufacturer (Sigma Aldrich, St-20 

Louis MO, USA). Cold methionine-labelled FXRα proteins were generated in vitro using the 21 

TNT T7/T3-coupled reticulocyte lysate system (Promega Corp, Madison WI, USA). 22 

Recombinant FXR proteins (3µl) were mixed by rocking with the glutathione-agarose bound 23 

GST proteins at 4 C for 2h to perform the pull-down assay as described previously (Léotoing 24 
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et al., 2008). The washed glutathione-agarose beads were boiling for 5 min in Laemmli buffer 1 

and the bound FXRα proteins were separated on a 10% sodium dodecyl sulfate (SDS)-2 

polyacrylamide gel and visualized by western blot using a ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad). 3 

 4 

Gel-shift assay Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA in text) 5 

Electrophoretic mobility shift assays (EMSAs) were performed as described previously 6 

(Aigueperse et al., 2001) using the radiolabeled FXRE consensus probe (IR-1: 5′- 7 

GATGGGCCAAGGTCAATGACCTCGGGG -3′). Nuclear extracts were prepared from confluent 8 

HeLa and HepG2 cells transiently transfected with wild-type and exon 5 deleted FXRα variant. 9 

Briefly, cell monolayers were rinsed once with PBS 1X and scraped in 500 μl of 10% glycerol 10 

PBS. The cells were pelleted by centrifugation at 500 × g for 5 min, washed in 500μ l buffer A 11 

(20 mM HEPES, 50 mM KCl, 1 mM EDTA, 0.25 mM EGTA, 0.15 mM spermine, 0.5 mM 12 

spermidine, 0.5 mM sucrose, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM dithiothreitol, 1% 13 

aprotinin) and pelleted. Pellets were resuspended in 500 μl buffer A with 0.5% Nonidet P-40 14 

and vortexed. The cells were expanded for 15 min on ice. The homogenates were centrifuged 15 

10 min at 2,500 × g and rinsed with buffer A without NP-40. After a centrifugation at 2,500 × 16 

g for 10 min to pellet the nuclei, 25-50 μl buffer C (20 mM HEPES, 0.45 M NaCl, 1 mM EDTA, 17 

0.25 mM EGTA, 0.15 mM spermine, 0.5 mM spermidine, 0.5 mM sucrose, 1 mM 18 

phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM dithiothreitol, 1% aprotinin) were added, and the 19 

samples were expanded for 10 min on ice. The nuclear lysate was then centrifuged for 20 min 20 

at 13,000 × g at 4 C, and the supernatant was placed into a fresh microfuge tube and stored 21 

at - 80 C. Nuclear extracts (5 μg) were incubated for 30 min at 4°C in EMSA buffer containing 22 

1 μg poly-deoxy-inosinic-deoxy-cytidylic acid (PolydIdC) and complexes were resolved by 23 

electrophoresis through 6% non-denaturing polyacrylamide gels in 0.5 × Tris-borate-EDTA 24 
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(TBE) electrophoresis buffer. The gels were then dried and analyzed by autoradiography using 1 

an automatic molecular imaging system (GE Amersham Thyphoon). 2 

 3 

Statistics Sofware 4 

Statistical significance was analyzed by using the Student’s t test or ANOVA followed by a 5 

Mann-Whitney U test. All values are reported as means ± SD. Values of P < 0.05 were 6 

considered significant. 7 

 8 

Results 9 

Identification and cloning of a novel FXRα spliced variant in human cells and tissues. 10 

While cloning FXRα from testicular germ cell cancer cell lines by PCR, we discerned a 11 

shorter fragment also amplifying from HepG2 and NCCIT cells (Figure 1B). Further sequencing 12 

of this PCR fragments identified a FXRα splice variant lacking the entire exon 5 of the NR1H4 13 

gene transcript (Fig. 1 A, C). This new variant we called FXRα1ΔEx5 aligns with the FXRα1(+/-) 14 

and FXRα2(+/-) isoforms known so far but lacks the second zinc finger of the DNA-binding 15 

domain although the fusion of exon 4 and 6 preserves the normal FXRα open reading frame 16 

resulting in a 47 amino acid truncated protein as shown by in vitro translation of the 17 

FXRα1ΔEx5 transcript followed by western blotting (Fig 1D, E, F). Because, FXRα1ΔEx5 18 

transcript was detectable in model cell lines of tumorigenesis (Fig 1G) including liver (HepG2), 19 

colon (Caco2), kidney (HEK293) and adrenal (H295), we wonder whether this novel isoform 20 

might be found in normal human tissues. As shown in Figure 2A, publicly available RNA 21 

sequencing (RNA-seq) data in the Genotype-Tissue Expression portal (GTEx; 22 

https://gtexportal.org/home/) supported the evidence of exon 5 skipping in enterohepatic 23 

and extra-enterohepatic tissues in human (upper panel). This is further strengthened by the 24 
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RT-PCR expression profiling of the FXRα1ΔEx5 isoform that shows a strong accumulation in 1 

the liver, kidney, adrenal and gallbladder, and to a lesser extinct in the intestine, colon, testis 2 

and ovary in human (Fig 2B). Interestingly, RT-PCR assays in different male and female mouse 3 

tissues revealed that alternative splicing of the second zinc-finger of FXRα is a common event 4 

since we were able to detect an equivalent spliced isoform in the liver, kidney, ileon, colon, 5 

adrenal and gonads in both male and female adult mice (Fig 2C). Thus this splicing event that 6 

occurs in human cell types and tissues and the conservation in mouse let us hypothesize that 7 

this naturally occurring splice variant lacking a portion of the DBD (encoded by the exon 5) 8 

might not transduce the same ligand-dependent and/or ligand-independent signaling cascade 9 

as the wild-type receptor. 10 

 11 

Exon 5 skipping disrupts FXR gene regulatory function. 12 

In order to evaluate whether the FXRα1ΔEx5 isoform is able to act as ligand-dependent 13 

and/or a ligand-independent transcription factor, we assayed its ability to transactivate 14 

luciferase reporter genes driven by the IR-1 FXRE element of the Shp and Akr1b7 promoters. 15 

To do so, HepG2 cells were transfected with various amounts of FXRα1ΔEx5 encoding plasmid 16 

or full-length FXRα1(-)-encoding plasmid since this isoform is shown to possess the highest 17 

transcriptionnal activity among all the FXRα isoforms according to precedent works (Huber et 18 

al., 2002; Zhang et al., 2003; Vaquero et al., 2013). As shown in Figure 3A, increasing amount 19 

of FXRα1ΔEx5 (100 to 500 ng) did not stimulate transcription of these two different FXRE-20 

driven luciferase gene reporters in HepG2 cells either in the absence or the presence of the 21 

selective INT-747 agonist (1µM for 24h). In contrast, INT-747 treatment highly induced Shp 22 

and Akr1b7 promoter activities when full length FXRα1(-) expressing plasmid is transfected. 23 

Increasing the amount of FXRα1(-) plasmid resulted in a higher level of luciferase activity while 24 



14 

 

the splicing variant failed to stimulate transcription even at higher dose. Ectopic expression of 1 

FXRα1ΔEx5 upon transient expression of HepG2 cells indicate that this isoform is highly 2 

expressed and seems as stable as the full-length receptor (Fig 3B) confirming that the absence 3 

of transcriptional activation by this shorter isoform alternatively spliced for exon 5 can unlikely 4 

results from a reduced stability and/or difference in expression levels. To verify whether and 5 

to what extent the FXRα1ΔEx5 isoform may modulate FXRα transcriptional network through 6 

specific binding to other FXRE DNA sequence motifs, we used RNA sequencing to explore the 7 

transcriptome of HepG2 overexpressing either FXR1α(-) or FXRα1ΔEx5. By comparing genes 8 

regulated by these two FXRα isoforms with the empty control vector, we generated the 9 

heatmap presented in Figure 3C and the principal component analysis plot (Fig 3D). Analyses 10 

indicate that FXRα1(-) isoform regulated a large gene sets in comparison with the FXRα1ΔEx5 11 

isoform. Strikingly, none of the 179 genes upregulated by FXR1α at 48 hours are modulated 12 

by this isoform alternatively spliced for the second half of the DNA binding domain. 13 

Experimental validation of the gene expression data by qRT-PCR (Fig 3E, F) clearly show that 14 

exon 5 splicing significantly impairs gene activation by FXRα and that the FXRα1ΔEx5 isoform 15 

is unable to recapitulate the gene programs activated by FXRα1(-), suggesting a contrasting 16 

effect due to the loss of key structural motif in the DBD with an impact on FXRα-regulated 17 

signaling pathway. These results raised questions regarding the ability of this variant to 18 

interact with its heterodimer partner RXRα and to bind efficiently to specific DNA motifs, an 19 

issue that has been addressed below. 20 

 21 

Loss of exon 5 modifies RXRα interaction and impairs DNA binding of FXRα/RXRα 22 

heterodimers. 23 
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The DNA binding domain of FXRα isoforms contains two highly conserved zinc finger motifs 1 

that form right angle orientated helix ensuring contact with the major groove of the DNA and 2 

receptor dimerization with RXRα through molecular interactions that are not totally clear. 3 

Given the importance of heterodimerization with RXRα in FXRα-driven transcriptional 4 

network, we thus addressed the question whether the loss of the second zinc finger of the 5 

DNA-binding domain may affect protein-protein and/or protein-DNA interactions required for 6 

cooperative dimeric binding of FXRα with RXRα to specific FXRE motifs. Therefore, we 7 

generate glutathione S-transferase (GST) fusion proteins with the DBD and the LBD domains 8 

of RXRα and used in vitro-synthesized FXRα to measure the binding capacities of the 9 

FXRα1ΔEx5 isoform. As shown in Figure 4A, FXRα1(-) strongly associated with both the DBD 10 

and the LDB domains of RXRα (compare lanes 3 with 5 and 7) while the interaction of the 11 

FXRα1ΔEx5 isoform is abrogated for the DBD domain of RXRα (compare lanes 5 and 6). On the 12 

contrary, the binding affinity of this isoform for the LBD domain of RXRα is markedly enhanced 13 

in the same condition (Fig 4A, compare lanes 3 and 4 with lanes 7 and 8). Since dimerization 14 

with RXRα has been described to induce FXRα allosteric conformational changes and to 15 

enhanced its transcriptional activity (Laffitte et al., 2000; Wang et al., 2018b; Zheng et al., 16 

2018), we thus studied the interaction of the alternatively spliced FXRα1ΔEx5 isoform for its 17 

DNA binding site using an electrophoretic mobility-shift assay. Expression vectors for both 18 

isoforms were transfected individually (or along with RXRα) in HeLa cells and nuclear extracts 19 

(NE) where incubated with a 32P-labeled double strand IR1 consensus FXRE oligonucleotide for 20 

FXRα/RXRα DNA binding assessment. Specific FXRα-FXRE complexes were formed when full-21 

length FXRα1(-) was present in the nuclear extracts (Fig 4B, compare lanes 2 and 3) and the 22 

presence of RXRα increased as expected the intensity of the band containing specific FXRα-23 

FXRE complexes (Fig 4B compare lanes 3 and 5). No specific complexes were detected with 24 
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the FXRα1ΔEx5 spliced isoform in either the absence or presence of RXRα (lanes 4 and 6) and 1 

cytoplasmic cell (CE) extracts as a source of protein also failed to identify sequence-specific 2 

binding for FXRα1ΔEx5 (lanes 7-9) although comparable protein levels were detected in 3 

nuclear (Nucl) and cytoplasmic (Cyt) extracts by western blot analysis (Fig 4C, compare lanes 4 

1-2 and lanes 3-10). These results imply that deletion of the second zinc finger interferes with 5 

the capacity of FXRα to heterodimerize with RXRα and to properly bind to a consensus IR-1 6 

motif. 7 

 8 

Exon 5 splicing altered FXRα transcriptional properties and subcellular localization. 9 

Since the alternatively spliced FXRα1ΔEx5 isoform is apparently present in HepG2 cells 10 

along with FXRα (Fig 5A, left), it was of interest to examine its subcellular localization and to 11 

determine whether it could interfere with the activity of the full length receptor or with its 12 

permissive RXRα heterodimer partner. To address these questions, we first performed a small-13 

scale biochemical fractionation of HepG2 cells by devising a total cell extract (TCE) into three 14 

fractions consisting of soluble cytosolic components (Cy), a soluble nuclear components (Nu), 15 

and an insoluble pellet fraction containing chromatin and nuclear matrix components (Chr) as 16 

described in the methods section. Using these fractions, we found that the large majority of 17 

FXRα isoforms were recovered in the chromatin-containing pellet (Fig 5A, right). Attempts 18 

were not made to analyze the abundance of these isoforms but we can assume from the RT-19 

PCR amplification (Fig 1B) and from Figure 5A that the splicing variant lacking exon 5 represent 20 

a very small proportion in HepG2 cells and especially in the chromatin-rich fraction compared 21 

to FXRα1(-). This chromatin association of the FXRα1ΔEx5 isoform is surprising since we 22 

previously showed that this latter is not able to bind to a consensus IR-1 FXRα/RXRα-binding 23 

site (Fig 4B). Yet, identical results were obtained with HepG2 transiently transfected with 24 
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FXRα1(-) and FXRα1ΔEx5 plasmids (Fig 5B) suggesting that this spliced isoform might be 1 

tethered to DNA into chromatin complexes.  2 

To further analyze the transcriptional properties of this alternatively spliced FXRα1ΔEx5 3 

isoform, we co-transfected FXRE-containing luciferase reporter genes with increasing amount 4 

of the spliced isoform plasmid in HepG2 cells. Results from these experiments indicate that 5 

increasing amount of FXRα1ΔEx5 isoform resulted in approximately 20% (molecular ratio 1x, 6 

2x and 4x; p=0,055) inhibition of the induced level of luciferase activity by the Shp promoter 7 

(Fig 5C). To investigate whether this inhibition is exerted at the level of DNA binding, a gel 8 

mobility shift assay was performed in which nuclear extracts from HepG2 cells overexpressing 9 

either FXRα1(-) or its spliced exon 5 isoform were incubated with a 32P-labelled FXRE 10 

consensus probe. As expected, the nuclear extracts of non-transfected HepG2 cells were able 11 

to form specific FXRα-FXRE complexes, which could be enhanced with increasing amount of 12 

transfected FXRα1(-) in HepG2 cells (Fig 5D, lanes 2-5) but not with FXRα1ΔEx5 that rather 13 

slightly decreased the intensity of the complexes (lanes 6-9) although FXRα1ΔEx5 by itself was 14 

unable to bind to the FXRE (Fig 4b). All these results let us conclude that the FXRα1ΔEx5 15 

isoform might act as a weak repressor and ask whether it can interfere with additional ligand-16 

dependent signals integrated by other nuclear receptors and especially with the permissive 17 

dimer partner RXRα across the dimer interface since the isoform strongly interact with the 18 

LBD of RXRα that has been recently described to rheostat RXRα permissiveness by 19 

conformational dynamic changes (Kojetin et al., 2015). 20 

Using a series of transient transfection assays, we show that the RXR-specific agonist 21 

LG100268 (LG268) stimulates transactivation of both Shp-, and Akr1b7-driven luciferase 22 

reporter genes by FXRα1(-)/RXRα in three different cell lines (NCCIT, germ cell tumor; HeLa, 23 

cervix cancer; HEK293, embryonic kidney) and can produce either additive or synergistic 24 
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effects (Fig 6A) with the FXRα agonist INT-747. However, the overexpression of the FXRα1ΔEx5 1 

isoform silence the integration of signals by RXRα and let us hypothesize that the loss of the 2 

second zinc-finger render FXRα non permissive for RXRα heterodimer since the signal 3 

transmission by the two ligand-dependent signaling pathways is abrogated in the 4 

FXRα1ΔEx5/RXR heterodimer. Although a small fraction of the exon 5 spliced isoform was 5 

found in the cytoplasmic fraction of NCCIT cells used in these transactivation assays, it unlikely 6 

accounts for the silencing of RXR signaling because both partners are highly detected in the 7 

chromatin-enriched pellet by western blotting (Fig 6B, lane 12). Actually, the structural 8 

mechanism affecting signal transmission by RXR and the heterodimer partner FXRα1ΔEx5 are 9 

still unknown but we cannot exclude that loss of the second zinc finger of FXRα may promote 10 

allosteric modifications that contribute to reinforce interaction with RXRα LBD, leading to 11 

conformational changes of the dimer interface and disruption of the adjacent co-regulator- 12 

and/or ligand-binding sites for silencing RXR permissive heterodimers.  13 

 14 

Discussion 15 

The nuclear receptor FXRα acts as a ligand-inducible transcription factor that governs 16 

distinct biological processes through the modulation of target gene expression with its 17 

obligate RXRα heterodimer partner. Advances in the structural characterization and modeling 18 

of the NR1H4 gene lead to the description of four FXRα isoforms in humans and mice up to 19 

now as a result of differential use of promoters and alternative RNA splicing. Therefore, many 20 

FXRα target genes are reported to be regulated in an isoform-specific manner with different 21 

magnitude according to an extended N-terminus, which encompasses the defined activation 22 

function 1 (AF1) domain, and the presence or absence of a four amino acid MYTG motif 23 

located at the 3’ end of the DNA-binding domain. Thus, as for most common multi-exons 24 
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genes, alternative splicing may play a pivotal role for triggering the diverse set of functions 1 

that the NR1H4 gene employs to transduce an adaptive and physiologic response after binding 2 

of small lipophilic ligands that serve as a transcriptional switch. 3 

We show here that alternative splicing generates a novel FXRα isoform identical to the 4 

human FXRα1 but lacking the entire exon 5 (ΔEx5) that encodes the second zinc finger of the 5 

DNA binding domain. This isoform FXRα1ΔEx5 we described in human cells and tissues also 6 

exists in male and female adult mouse tissues. Indeed, based on amino acid alignments (this 7 

study and (Huber et al., 2002)), it would be expected that this splicing event affects FXRα2 8 

isoforms in human as well as FXRα RNA transcripts in other species than mice although these 9 

possibilities have not been tested yet. Interestingly, a recent work has documented a naturally 10 

occurring splice variants pattern for the human nuclear receptors (NR) family with a cassette 11 

exon visualization pictograph methodology for illustrating the location of modular, cassette 12 

exons, in all groups of NR genes (Annalora et al., 2020). From this, the elaborate cassette exon 13 

signatures of the NR1H4 gene highlights a large array of cassette exons that includes exon 5 14 

suggesting that further FXRα splice variants might be generated with different DNA-binding 15 

properties, heterodimer interactions, and subcellular trafficking proceedings in order to refine 16 

complex physiological responses along with coregulatory proteins. At the moment, the 17 

specific factors possibly involved in FXRα exon 5 skipping need to be further investigated but 18 

it is tempting to speculate about the spliceosome U2 snRNP auxiliary factor 2 (U2AF2) since 19 

FXR-regulated gene programs controlling primary bile acids synthesis and steroid hormone 20 

biosynthesis are among the most enriched and up-regulated genes in U2AF2 knocked-down 21 

HepG2 cells according to the large-scale data sets generated by The ENCODE Project 22 

Consortium. 23 
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Structure analysis of DNA-binding domain of steroid receptors have shown that the second 1 

zinc finger allows the receptor to interact with is homo- or hetero-dimeric partner while the 2 

first zinc finger makes the receptor-DNA contact by binding to a specific hormone response 3 

element. As described for other DBD-spliced steroid NRs such as the estrogen receptor (Wang 4 

and Miksicek, 1991), it is thus not surprising that the exon 5 skipped FXRα isoform cannot bind 5 

to its consensus FXRE response element either in the presence or absence of its RXRα 6 

heterodimeric partner. This could be explained in part by the loss of the D-box included at the 7 

N-terminus of the second zinc finger since this five amino acid motif is known to regulate DNA 8 

dimerization and DNA binding of the glucocorticoid receptor (GR) whereas it does not bind 9 

DNA by itself (Dahlman-Wright et al., 1991; Luisi et al., 1991). Interestingly, many NR variants 10 

with skipped DBD encoding exons have been associated with human disease including cancer 11 

(Annalora et al., 2020), however the structural consequence of exon 5 FXRα splicing in human 12 

diseases promotion and health resilience are currently difficult to predict. Nevertheless, in-13 

frame insertion in the first zinc finger module of FXRα leading to disruption of DNA binding, 14 

and dysregulation of the splicing machinery have been both reported in the development of 15 

liver diseases and may support this hypothesis (Gomez-Ospina et al., 2016; del Río-Moreno et 16 

al., 2019). 17 

In addition to alternative splicing, changes in posttranslational modifications (PTM) also 18 

affect NR activities and their regulatory effects on FXRα localization and binding under 19 

physiological and pathological conditions have drawn attention to conserved phosphorylation 20 

and acetylation sites within the second zinc finger motif of the DBD. On the one hand, 21 

acetylation of lysine 157 and lysine 217 have been reported to be dynamically regulated by 22 

the p300 acetyltransferase and the deacetylase SIRT1 with functional consequence on FXRα 23 

DNA binding and heterodimerization capacities (Kemper et al., 2009). One the other hand, 24 
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serine 135 and serine 154 can be phosphorylated by protein kinase C leading to increased 1 

binding to coactivators and enhanced transcriptional activity without affecting DNA binding 2 

or nuclear localization (Gineste et al., 2008). Likewise, extensive PTMs of the DBD are closely 3 

linked to the tight modulation of FXRα activity and our western blotting analysis showed that 4 

FXRα1ΔEx5 isoform did not undergo PTMs anymore in HepG2 cells when compared to the full 5 

length FXRα1. Therefore, excision of exon 5 recapitulated many of the PTM-related changes 6 

in FXRα DNA binding and transcription activation capacities and prompt us to check whether 7 

the exon FXRα1ΔEx5 spliced variant modifies its subcellular localization and/or tempers its 8 

ability to interact with RXRα and to form FXRα/RXR DNA complexes onto chromatin through 9 

protein-protein interactions even though it is not able to bind directly to a consensus FXRE 10 

response element in vitro. 11 

Our small scale biochemical fractionation indicates that removal of exon 5 which contains 12 

the Ser154 phosphorylation site closely to the Lys 157 acetylation site is partially delocalized 13 

into the cytoplasmic compartment in a cell-dependent context suggesting thus that this 14 

variant might not be totally tethered in the nucleus in certain circumstance due to the absence 15 

of a given set of PTMs and/or modification of cofactor interactions. Consistent with this 16 

observation, posttranslational regulation of subcellular trafficking has been reported for the 17 

PPARγ nuclear receptor through its direct interaction with the ERK cascade component 18 

MAPK/ERK-kinases 1/2 (MEKs) in order to orchestrate non-genomic events (Burgermeister 19 

and Seger, 2007; Papageorgiou et al., 2007). The ability of FXRα1ΔEx5 to activate noncanonical 20 

FXRα general signaling pathways warrants further investigations to determine whether and to 21 

what extinct this variant might contribute to independent transcription activation responses. 22 

This should provide novel insights into molecular mechanisms associated to anti-apoptotic 23 

and metabolic action of FXRα, an outcome that is in line with the recent finding that FXRα 24 
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interacts with caspase 8 into the cytoplasm and inhibits the formation of death inducing 1 

signaling complexes to prevent apoptosis in hepatocytes (Wang et al., 2018a).  2 

Finally, pull down assays, luciferase reporters, and transcriptome sequencing of HepG2 3 

cells overexpressing either FXRα1 or FXRα1ΔEx5 isoforms reveal that exon 5 splicing confers 4 

exclusive properties to the FXRα metabolic receptor for binding and gene transcription 5 

activation. In vitro interaction assay revealed that FXRα1ΔEx5 strongly interacts with the 6 

ligand-binding domain (LBD) of RXRα but not with the DNA-binding domain (DBD) contrarily 7 

to full length FXRα1 that interacts equally with both RXRα DBD and LBD. One plausible 8 

explanation for these differential molecular interactions between FXRα1 variants and RXRα 9 

may reside in the unique feature of the DNA-binding domain of FXRα1ΔEx5 that lacks the 10 

second zing finger motif that encompasses the D-box, and the carboxyterminal extension 11 

(CTE) of the DNA-binding domain making an unfavorable global folding pattern for the 12 

interaction with the DNA-binding domain of RXRα. Recently, intramolecular interactions 13 

between the DBD and the LBD of the CAR nuclear receptor has been shown to regulate its 14 

conversion between an inactive or an active heterodimer with RXRα (Shizu et al., 2018). Of 15 

interest, this previous work also showed that deletion of the hinge region reduced the 16 

flexibility of the CAR nuclear receptor to correctly position its DBD relative to the LBD and 17 

abrogate its ability to form an active RXRα heterodimer. Based on these observations, we 18 

postulated that FXRα1 exon 5 skipping by alternative splicing reduced the separation between 19 

the DBD and the LBD to hinder intramolecular interactions and make an inactive FXRα partner 20 

that silences the permissive RXRα heterodimer as observed in our luciferase reporter gene 21 

assays. Hence, crystal structure and three-dimensional DNA modeling of the FXRα1 should be 22 

of great interest to better understand the structural consequence of exon 5 splicing on FXRα 23 

transcription activation and signaling outputs within its permissive RXR heterodimer. Although 24 
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inactive in reporter gene transactivation assays, both heterodimer partners are found in a 1 

chromatin-enriched fraction even if the ΔEx5 spliced FXRα1 variant was unable to bind either 2 

alone or with RXRα to a specific FXRE DNA sequence in a gel mobility assay. This let us conclude 3 

that auxiliary protein-protein interactions may be required to stabilize the heterocomplex 4 

onto chromatin and raised several concerns that need to be addressed in order to identified 5 

their coregulatory proteins and the site within the DNA to which they bind. This should be 6 

easily performed by chromatin immunoprecipitation-based screen to identify functional 7 

genomic binding sites for these sequence-specific factors and to determine how this new FXRα 8 

variant may exert its dominant negative inhibition of FXRα transactivation including for the 9 

new potential target genes identified in this study. In summary, these findings established 10 

alternative splicing as a complementary mechanism of FXRα signaling regulation, opening new 11 

prospective avenues for the study of FXRα in physiological and/or pathologic conditions in 12 

which it is involved.  13 
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Figure legends 1 

Figure 1: Identification of a novel alternative splice variant in the human NR1H4 locus. (A) 2 

Schematic representation of the human NR1H4 gene locus with 11 exons and 10 introns. 3 

FXRα1 and FXRα2 are transcribed from exon 1 and exon 3 respectively. The 12-bp insertion is 4 

located at the 3’ end of exon 5. Alternative splicing between exon 5 and 6 produces the forms 5 

that contain (+) or do not contain (-) the 12-bp insert (amino acid sequence: MYTG). Position 6 

of the forward (F1) and reverse (R1) primers are indicated. (B) RT-PCR amplification of FXRα1(-7 

) and FXRα1ΔEx5 isoforms from HepG2 and NCCIT cell lines. (C) Sequencing of the RT-PCR 8 

amplified fragments from B. Chromatograms of FXRα1(-) and FXRα1ΔEx5 (left and right panels 9 

respectively) revealed that the splice variant lacks the entire exon 5. (D) Alignment of the 10 

FXRα1(-) and FXRα1ΔEx5 sequences between exons 4 and 6 (amino acid sequence 111 to 226). 11 

Zinc finger 1 and 2 are highlighted. (E) The highly conserved zinc-finger domain of the human 12 

FXRα protein. The amino acid sequence corresponding to the second zinc finger deleted by 13 

exon 5 splicing is boxed. Adapted from (Gomez-Ospina et al., 2016) (F) In vitro translation of 14 

plasmids encoding FXRα1(-) and FXRα1ΔEx5, followed by western blotting with anti-FXRα 15 

antibody. (G) FXRα1ΔEx5 expression in liver (1. HepG2), colon (2. Caco2), adrenal (3. H295R) 16 

and kidney (4. HEK293) cell line models. Water (5) was used as a negative control. 17 

 18 

Figure 2: Analysis of FXRα alternative splicing and frequency of exon 5 skipping in human 19 

and mouse tissues. (A) FXRα exon 5 splicing in different human tissues according to 20 

transcriptomic sequencing (RNA-seq) data from the Genome-Tissue Expression portal (GTEx). 21 

(B and C) Representative gel images of three independent RT-PCR assays for the FXRα isoforms 22 

in human (B) and murine tissues (C). β-actin was used as a reference gene. Sequence for 23 

Forward and Reverse primers are available in table 1. 24 
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 1 

Figure 3: Effect of alternative exon5 splicing on the transcriptional activation of gene 2 

network by FXRα. (A) HepG2 cells were co-transfected with the indicated reporter plasmids 3 

and various amount (100 to 500 ng) of expression plasmids encoding for FXRα1(-) and ΔEx5 4 

spliced FXRα1 variant as indicated. After 12 hours, the cells where treated with 1µM of INT-5 

747 or with the vehicle (DMSO) and firefly luciferase activities were measured the following 6 

day. Luciferase activities were normalized relative to protein concentrations and results of the 7 

assay were expressed as fold-induction over empty vector (fixed to 1). The data shown are 8 

means ± SEM of three independent experiments performed in triplicate. (*p<0.05, **p<0.01, 9 

***p<0.001). (B) Transfected HepG2 cells were treated with cycloheximide (CHX, 50µM) for 10 

the indicated time period and Flag-FXRα levels in cell extracts were detected. (C) Heatmap of 11 

gene expression profiles in HepG2 overexpressing FXRα1 and FXRα1ΔEx5 spliced isoforms. (D). 12 

Venn diagrams showing the number of FXRα1-induced genes (left) and FXRα1ΔEx5-modulated 13 

genes (right) in HepG2 cells 24 and 48 hours after transfections. (E, F) Detail of the heatmap 14 

in C (time point 24 hours) and relative mRNA quantification (qPCR) of selected FXRα-15 

modulated genes from independent co-transfection assays in HepG2 cells after 24 hours (open 16 

bars) and 48 hours (dotted bars) versus control cells (Ctrl). β-actin was used as a reference 17 

gene, and data are shown as means ± SD from three independent experiments. *p<0.05, 18 

**p<0.01, ***p<0.001. 19 

 20 

Figure 4: Exon 5 splicing alters FXRα binding properties. (A) GST alone, or fused to the DBD 21 

or the LBD of human RXRα were expressed in E. coli and then purified with Glutathione-22 

agarose beads. Fusion protein-bound beads were incubated with in vitro translated FXRα 23 

isoforms, washed and then separated by 10% SDS-PAGE. Bound-FXRα isoforms were 24 
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visualized by western blotting using an anti-FXRα antibody. (B) Electrophoretic mobility-shift 1 

assay performed with the consensus IR1 FXRE and nuclear extract (NE) from HeLa cells 2 

overexpressing either FXRα1(-) or FXRα1ΔEx5 individually or along with mouse RXRα as 3 

indicated. (C) Analysis of nuclear (Nucl) and cytosolic (Cyt) fractions by western blotting usig 4 

the indicated antibodies. Histone H3 detection was used to confirm the nuclear extract 5 

fractions. 6 

 7 

Figure 5: Analysis of FXRα1ΔEx5 subcellular localization and effects on FXRα-driven 8 

transcription activation. (A) Western blot analysis of FXRα isoforms abundance and 9 

subcellular localization in HepG2 cells. Arrows indicated FXR1α and FXR1ΔEx5 spliced isoforms 10 

(B) Transiently transfected HepG2 cells overexpressing FXRα1 (lanes 1 and 3 to 5) or its spliced 11 

FXRα1ΔEx5 isoform protein (lanes 2 and 6 to 8) were subjected to biochemical fractionation 12 

and cytosolic (Cy), soluble nuclear (Nu) and chromatin-enriched (Chr) fractions where 13 

analyzed by western blotting with an anti-FXRα antibody. Immunoblot analysis for histone H3 14 

was used to validate appropriated fractionation of the chromatin-containing pellet. TCE, total 15 

cellular extracts. (C) HepG2 cells were co-transfected with the Shp-luciferase reporter gene 16 

alone or with increasing amount of FXRα1ΔEx5. Cells were incubated for 24 hours with DMSO 17 

(vehicle) or with 1 µM INT-747. Luciferase activities were measured as described. Data are 18 

means ± SEM of three independent experiments performed in triplicate (p=0,055; Student T-19 

tests) (D) Increasing amount of either FXRα1(-) or expressing vector were transfected in 20 

HepG2 cells and nuclear extracts were incubated with a radiolabeled probe containing the 21 

consensus IR1 FXRE. Complexes were detected using gel mobility assay and non-specific 22 

complex formed between the FXRE and HepG2 nuclear extract is indicated (ns). 23 

 24 
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Figure 6: FXRα1ΔEx5 splice variant inhibits ligand dependent RXR permissiveness. (A) Co-1 

transfected cells (NCCIT, HeLa, HEK293) with full length FXRα1 or exon 5 skipped isoforms 2 

expression plasmid, RXRα expression plasmid and FXRE-responsive luciferase reporter genes. 3 

Cells were treated with vehicle (unstim), 1µM INT-747 (INT) and/or 1µM LG100268 for 24 4 

hours. Luciferase activity is shown normalized to vehicle-treated cells (fixed to 1) and was 5 

performed in triplicate, plotted with the average ± SEM and representative of at least three 6 

independent experiments. (B) Transient transfected NCCIT cells overexpressing RXR with 7 

either FXRα1 and its FXRα1ΔEx5 variant were subjected to biochemical fractionation and 8 

probed as in figure 5 using the indicated antibodies.  9 

 10 
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1 EXPRESSION DE FXRα DANS LES TUMEURS GERMINO-TESTICULAIRES 

1.1 EXPRESSION DE FXRα DANS LE TESTICULE 

Nous avons identifié des transcrits de FXRα dans des échantillons de testicules issus de 

patients atteints d’azoospermie sécrétoire et excrétoire à l’instar des tissus exprimant 

habituellement FXRα comme le foie et les reins. Ceci est cohérent avec des données publiées 

montrant chez l’homme FXRα est décrit dans le testicule dès le 1er trimestre de la grossesse 

(Muczynski et al. 2012). A l’appui de ces résultats, une étude dirigée par Guo et coll. a identifié 

par des analyses de transcriptome de cellule unique (single cell), des transcrits de FXRα  dans 

les cellules de Leydig et les cellules germinales humaines à différents stades de la 

gamétogenèse (Guo et al. 2018).  

Chez la souris, nous avons pu observer la présence de FXRα dans des échantillons de testicules 

de 10 jours ou adultes, ainsi que dans deux lignées cellulaires de spermatogonies (C18.4 et 

GC1) et de Leydig murines (MA10). Ces données nous ont permis de confirmer les résultats 

précédents de l’équipe (Baptissart et al. 2016; Volle et al. 2007; Martinot et al. 2017), 

décrivant la présence de FXRα dans les cellules germinales et de Leydig. FXRα est également 

exprimé dans les cellules germinales de souris dès la naissance ainsi que dans les cellules 

germinales primordiales et spermatogonies primaires du triton newt marbré (Alfaro et al. 

2002). Chez la souris, une analyse de séquençage ARN (RNA-seq) menée à différentes étapes 

du développement in utero jusqu’à l’âge adulte, met en évidence une expression de FXRα dans 

le testicule, du stade embryonnaire E11.5 jusqu’à 28 jours post-natal (Cardoso-Moreira et al. 

2019). 

Dans les cellules de Leydig, FXRα est un régulateur de la fonction endocrine comme le montre 

la diminution de la synthèse de testostérone en réponse à son agoniste GW-4064 entraînant 

une apoptose androgéno-dépendante des cellules germinales murines (Baptissart et al. 2016). 

Dans les cellules germinales, FXRα semble contribuer à l’établissement et au maintien du pool 

de cellules indifférenciées et à la fertilité des souris mâles tout au long de leur vie. Il semble 

également participer au processus de différenciation des cellules germinales comme l’illustre 

l’entrée précoce en méiose des mâles FXR-/- (Martinot et al. 2017). 
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De précédents travaux de l’équipe, non publiés, ont montré une chute des niveaux de 

transcrits de FXRα dans les échantillons de TGT en comparaison à des testicules humains non 

tumoraux (Figure 26). Ces mêmes échantillons présentent une forte augmentation des gènes 

de pluripotence OCT3/4 et NANOG. Nous retrouvons une relation identique chez la souris 

puisque l’invalidation de FXRα mène à une augmentation des transcrits d’Oct3/4 et Nanog 

ainsi qu’à un nombre plus important de cellules positives pour le facteur de cellules 

indifférenciées PLZF dans les tubes séminifères. En complément, les mâles FXRα KO montrent 

une accumulation de cellules indifférenciées dans le testicule. L’ensemble de ces données 

structure les fondements de mon travail de thèse sur l’analyse de l’expression et des rôles 

potentiels de FXRα dans la tumorigenèse testiculaire. 

Afin d’explorer si FXRα pouvait participer à divers processus de la tumorigenèse testiculaire, 

nous avons abordé une approche in silico. Nous avons ainsi observé une expression très faible 

voire nulle de FXRα dans les séminomes et les carcinomes embryonnaires alors que les taux 

les plus élevés sont identifiés dans les tératomes (matures et tumeurs mixtes à dominance 

tératomateuse), tumeurs les plus différenciées. Par ailleurs, l’analyse des niveaux de FXRα 

dans les échantillons de TGT réalisée par l’équipe (Figure 26) conforte ces résultats en 

montrant des niveaux supérieurs de FXRα dans les tératomes en comparaison aux carcinomes 

embryonnaires et séminomes.  

 Dans un second temps, nous avons souhaité caractériser son expression dans trois 

lignées modèles de TGT: 1- les cellules NCCIT dérivées d’un carcinome embryonnaire et dont 

les caractéristiques se rapprochent des non-séminomes (Teshima et al. 1988), 2- les cellules 

N-Tera2, lignée modèle de carcinome embryonnaire capable de se différencier en tératomes, 

puis 3- les cellules TCam-2 issues d’une lésion primaire du testicule et dont les propriétés 

s’apparentent aux TGS (de Jong et al. 2008). L’utilisation d’amorces dirigées contre l’ARNm de 

FXRα a permis d’amplifier un fragment spécifique dans les cellules NCCIT comparable à celui 

obtenu à partir des cellules HepG2 qui expriment fortement ce récepteur. Le fragment d’ADNc 

amplifié correspond à l’exon 4 du gène NR1H4 qui code pour la première moitié du domaine 

de liaison à l’ADN de FXRα. Ce domaine conservé à l’identique entre les 4 isoformes de FXRα 

ne permet pas de discriminer les formes α1/2 et α3/4 produites par l’activité des promoteurs 

alternatifs localisés dans les exons 1 (FXRα1/2) et 3 (FXRα3/4) du gène NR1H4. Alors qu’une 

première série de digestions enzymatiques a permis de confirmer l’identité du fragment 
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d’ADNc amplifié (données non présentées), l’utilisation d’amorces complémentaires reste 

encore requise pour affiner ce travail de caractérisation moléculaire de(s) isoforme(s) 

présente(s) dans les cellules NCCIT. Pour cela, il conviendrait de combiner des amorces en 

orientation sens dirigées contre l’exon 1 ou l’exon 3 du gène NR1H4 en combinaison avec des 

amorces anti-sens chevauchant la jonction des exons 5 et 6 qui contient une séquence de 12 

nucléotides correspondant à l’insertion MYTG en fin de domaine de liaison à l’ADN des 

isoformes α2 et α 4.  

Dans la situation où l’anticorps utilisé de ne nous permettrait pas d’identifier une protéine 

FXRα nous avons abordé la recherche de protéine grâce à une autre approche expérimentale. 

La réalisation d’Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) permet d’identifier la présence de 

complexes protéiques fixés au site de liaison de FXRα à l’ADN. Par l’utilisation de sondes 

radioactives du FXRE consensus de type IR-1, nous avons identifié des complexes protéiques 

dans les extraits nucléaires et les extraits totaux, capables de se fixer spécifiquement à la 

sonde radioactive dans les NCCIT et HepG2. Par ailleurs, il semblerait que les protéines soient 

plus concentrées dans l’extrait nucléaire suggérant que les protéines capables de se fixer au 

FXRE soient des protéines majoritairement localisées dans le noyau comme c’est le cas pour 

FXRα.  

Les complexes protéiques observés en gel retard lorsque nous mélangeons les extraits 

nucléaires de cellules NCCIT avec une sonde radiomarquée FXRE de type IR1, semblent 

spécifiques puisque l'utilisation de sondes FXRE froides contenant des motifs IR1 (FXRE 

consensus, Shp humain, Shp murin) et ER8 (MRP2 rat) déplace les complexes formés 

contrairement à la sonde Shp de souris mutée. Cela signifie que les complexes protéines-ADN 

observés en retard sur gel sont spécifiques et ne sont pas dépendants d'un motif IR1 puisque 

nous observons aussi ce complexe pour un motif ER8.  

En complément, l’utilisation d’un ARN interférent contre FXRα a permis de diminuer la 

quantité de protéines capables de se fixer au FXRE IR-1 suggérant que FXRα puisse être 

présent au sein des complexes. Afin de soutenir ces résultats, la réalisation d’un « super shift » 

permettrait de confirmer la présence de FXRα. Malheureusement, au cours de nos premières 

tentatives, l’utilisation de l’anticorps dirigé contre la partie N-terminale (Perseus, Proteomics) 

ne nous a pas permis de valider cette hypothèse. En suggérant la présence des isoformes 

FXRα3/α4 dans les NCCIT, potentiellement non reconnaissable par l’anticorps utilisé, il serait 
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intéressant de réitérer cette expérience avec d’autres anticorps ciblant FXRα sur différentes 

régions de la protéine. Il serait également envisageable de récupérer les complexes protéiques 

fixés à la sonde et de réaliser un séquençage protéique en spectrométrie de masse pour 

valider leur identité. Mais la quantité de protéines fixées dans les EMSA semble trop faible. 

La difficulté à confirmer la présence de FXRα dans les lignées modèles de séminomes et/ou 

carcinome embryonnaire associée à des niveaux d’expression faibles ou nuls en 

transcriptomique dans ces sous-types histologiques confortent l’hypothèse d’une chute de 

l’expression de FXRα dans les tumeurs les plus indifférenciées.  

1.2 SIGNALISATION FXRα 

Bien que l’identité de FXRα ne soit pas tranchée à l’issue de cette première 

série de travaux, nos résultats montrent que l’induction de la signalisation dépendante de 

FXRα par des agonistes synthétiques modifie l’activité des cellules de TGT maintenues en 

culture ainsi que leur profil d’expression pour certains gènes cibles de FXRα. En ce sens, notre 

étude montre que les doses les plus élevées de GW-4064 diminuent la viabilité des cellules 

NCCIT et TCam-2. Cela se traduit par une réduction du nombre de cellules, une chute de 

l’activité enzymatique mitochondriale, et une activation de l’apoptose après 48 heures de 

traitement avec des concentrations supérieures à 1,0µM. Les cellules HepG2 quant à elles 

semblent plus résistantes à l’apoptose induite par le GW-4064 et une explication possible 

repose sur l’expression plus élevée de FXRα qui pourrait exercer un effet protecteur dans cette 

lignée. Or le renouvellement de ces études avec un deuxième agoniste INT-747 n’a pas 

reproduit l’activation de l’apoptose induite par le GW-4064 dans les cellules NCCIT et TCam-

2, ainsi que dans les cellules HepG2 dans une moindre mesure. Même si la fonction de FXRα 

dans l’activation de l’apoptose a déjà été décrite dans les cellules de cancer du sein (Alasmael 

et al. 2016), nous ne pouvons pas exclure que cet effet du GW-4064 soit indépendant de FXRα 

puisque cet agoniste est déjà décrit pour activer d’autres récepteurs nucléaires comme ERRα 

de façon non spécifique à des concentrations supérieures à 1,0µM (Dwivedi et al. 2011).  Il 

faudrait donc valider la spécificité de l’impact du GW-4064 via FXRα par l’utilisation d’un siRNA 

ou d’une approche CRISPR/CAS9. Le fait que les agonistes GW-4064 et INT-747 ne génèrent 

pas la même réponse apoptotique peut aussi résulter des surfaces d'interaction créées après 

liaison de l’agoniste dans la poche de liaison du ligand avec comme conséquence de mener au 
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recrutement de différents cofacteurs activateurs ou non de gènes pro-apoptotiques. 

Cependant les données obtenues ont permis néanmoins de valider la dose à utiliser de nos 

agonistes pour la suite de notre travail. Le gène de SHP est fortement exprimé dans les cellules 

HepG2 comme attendu et cette expression est doublée en réponse à un traitement de 48 

heures avec des agonistes de FXRα. Malgré des niveaux de base plus faibles, l’expression de 

SHP est multipliée par 3,3±0,4 et 7,4±0,5 dans les cellules TCam-2 après 48 heures 

d’incubation avec le GW4064 et l’INT-747 (p=0,002) (données non montrées). L’activation 

illégitime du gène SHP par un autre récepteur semble peu probable puisque les deux agonistes 

de FXRα utilisés ont mené à une hausse des transcrits de SHP mais la transfection des cellules 

TCam-2 avec un ARN interférent contre FXRα permettrait de garantir la spécificité de cette 

régulation, puis d’apporter un élément supplémentaire pour valider la présence de ce 

récepteur dans cette lignée de TGS. Cette approche semble difficile pour l’instant puisque 

nous n’avons pas défini l’isoforme FXRα exprimée dans cette lignée cellulaire, or cela est un 

pré-requis pour dessiner l’ARN interférent. En complément, les agonistes de FXRα 

augmentent les niveaux de MRP2 de façon significative dans les cellules NCCIT et TCam-2 

après 48 heures de traitement. Cela reste cohérent avec l’activation transcriptionnelle du 

gène MRP2 par FXRα déjà décrite dans les cellules HepG2 par Kast et ses collaborateurs (Kast 

et al. 2002). Toutefois, ce résultat diffère de celui obtenu dans le cadre de notre travail et 

pourrait s’expliquer par l’apport exogène d’un ADNc de FXRα dans les cellules HepG2 lors de 

cette précédente étude. 

2 FXRα ET ETIOLOGIE DES TGT 

2.1 FXRα ET PLURIPOTENCE 

Sachant que la pluripotence est une caractéristique des non-séminomes de sous-types 

carcinomes embryonnaires (CE), des séminomes (SE) et des GNIS, nous avons exploré les 

corrélations entre l’expression de FXRα et des gènes de pluripotence sur la base de données 

cBioportal. Nous avons mis en évidence une corrélation à tendance négative entre 

l’expression de FXRα et les gènes NANOG, OCT3/4, DPPA4, LIN28, TFAP2C ET STELLAR 

(données non montrées) (CP et CS comprises entre ± 0,4 et 0,5 ; p-value < 0,01). Ces gènes 

sont surexprimés dans les GNIS, les SE et les CE, dont les cellules ressemblent 
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morphologiquement et génétiquement aux gonocytes (Kristian Almstrup et al. 2004; Sonne et 

al. 2009). Ces résultats confortent la précédente étude publiée par l’équipe qui a mis en 

évidence une accumulation de cellules indifférenciées associée à l’augmentation de 

l’expression d’Oct3/4, Nanog, Lin28 chez les souris mâles KO pour FXRα (Martinot et al. 2017). 

Cet impact de FXRα sur le pool de cellules germinales indifférenciées a également été soutenu 

par l’utilisation de son agoniste GW-4064 qui a conduit à une diminution du nombre de tubes 

séminifères positifs pour le marqueur de cellules indifférenciées PLZF (Sèdes et al. 2018). Ces 

données soutiennent les résultats obtenus sur les échantillons de TGT humaines dont l’étude 

en RT-qPCR montre une relation inverse entre FXRα et les facteurs de pluripotence (Figure 

26).  

Les données de la littérature montrent que l’augmentation de NANOG suffit à augmenter 

l’expression des gènes OCT3/4 et SOX2 brisant la balance entre pluripotence et malignité et 

que la progression des GNIS en TGT peut être influencée par le ratio NANOG : OCT3/4 (Korkola 

et al. 2009; Kristian Almstrup et al. 2004; Skotheim et al. 2005). Nous émettons l’hypothèse 

qu’en entrainant la surexpression des gènes de pluripotence, l’absence de FXRα conduise à la 

perte de la balance NANOG-OCT3/4 pouvant ainsi participer à l’étiologie et/ou à la progression 

tumorale. 

Pour conforter cette hypothèse, il serait intéressant d’analyser les promoteurs de FXRα et des 

gènes de pluripotence. Nous pourrions ainsi identifier des sites de liaison à l’ADN pour les 

facteurs de transcription NANOG et/ou OCT3/4 dans le promoteur de FXRα ou inversement, 

des FXRE dans les séquences promotrices de NANOG et/ou OCT3/4. Pour cela nous pouvons 

utiliser des logiciels comme Genomatix ou des outils en ligne comme Transfac voire analyser 

des ChIP-Seq disponibles dans les publications en ligne. Aussi, il serait intéressant d’évaluer 

sur les lignées modèles de TGT in vitro, l’impact d’une transfection d’un plasmide codant pour 

FXRα sur les niveaux d’expression des gènes de pluripotence. A l’inverse, grâce à des 

approches d’inhibition comme le CRISPR/Cas9 ou l’ARN interférence nous pourrions 

bloquer/diminuer l’expression des gènes de pluripotence puis évaluer son impact potentiel 

sur l’apparition d’une expression de FXRα.  

Par ailleurs nous avons observé in silico une corrélation positive entre FXRα et le taux global 

des niveaux de méthylation dans les ilots CpG. Cette relation est d’autant plus importante 

quand on restreint l’analyse aux non-séminomes puis aux tératomes. En effet, les tératomes 
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sont décrits comme hyperméthylés tandis que les séminomes sont hypométhylés. Le 

processus de méthylation est un processus nécessaire au développement normal du testicule 

et à la maturation des cellules germinales (Biermann et Steger 2007). L’ADN des cellules 

germinales fœtales est généralement hypométhylé, et devient hyperméthylé après la 

naissance. Les faibles niveaux de méthylation présents dans les GNIS et les séminomes sont 

associés à une structure de chromatine permissive ainsi qu’à une activité transcriptionnelle et 

proliférative élevées (K. Almstrup et al. 2010). Par ailleurs, chez les souris KO pour FXRα, les 

enzymes à activité méthyltransférase (DNMT) favorisant les processus de méthylation, ne 

semblent pas impactées par l’absence du récepteur. Cependant, de manière surprenante, 

toutes les enzymes de déméthylation de type lysine déméthylase (KDM) voient leur 

expression diminuée ou inchangée. L’enzyme la plus impactée par l’absence de FXR semble 

être KDM5C dont l’expression chute de 23%. Cette enzyme est décrite dans le cancer de la 

prostate dans lequel sa surexpression est significativement associée à une diminution de la 

survie sans rechute (relapse free survival) chez les patients ayant subis une prostatectomie 

(Stein et al. 2014). De surcroit, son inhibition in vitro semble altérer la prolifération cellulaire. 

Les enzymes de la famille KDM5, notamment KDM5B qui est également surexprimé dans les 

cancers de la prostate est décrit comme un coactivateur du récepteur aux androgènes AR 

(Xiang et al. 2007). Contrairement à ce qui est observé chez la souris FXRα KO, l’analyse de 

l’expression des enzymes de la famille KDM sur cbioportal montre une corrélation négative 

entre leur expression et celle de FXRα dans les TGT. En conclusion, nous observons dans les 

tumeurs in silico que l’expression de FXRα est associée à une diminution de l’expression de la 

plupart des déméthylases de type KDM ainsi qu’à une augmentation des niveaux de 

méthylation. A l’inverse, la perte de FXRα chez la souris mène à une diminution de certaines 

KDM. Nous ne pouvons exclure un profil de régulation épigénétique différent entre les 

testicules tumoraux humains et le testicule non tumoral d’une souris FXRα−/−.  

Il serait intéressant d’investiguer ces données in vitro dans les lignées modèles de TGT. Nous 

pourrions explorer l’incidence d’une transfection de doses croissantes de FXRα sur 

l’expression des déméthylases KDM. Si un lien est avéré entre les deux, nous pourrions 

émettre l’hypothèse que l’augmentation de FXRα mène à une chute de l’expression des 

enzymes à activité déméthylase, pouvant contribuer au profil d’hyperméthylation associé au 

tératome, qui sont des tumeurs de mauvais pronostic.  
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2.2 FXRα ET DIFFERENCIATION 

Comme FXRα est majoritairement exprimé dans les tératomes, tumeurs les plus différenciées, 

et qu’inversement, son invalidation est associée à un phénotype de pluripotence, nous avons 

voulu explorer le lien entre l’expression de FXRα et le processus de différenciation des cellules 

germinales. En effet, une entrée précoce en méiose a été observée chez les mâles FXRα−/− 

(Martinot et al. 2017). L’interférence avec la voie des rétinoïdes, un signal majeur pour les 

cellules germinales d’entrée en méiose, a été démontrée par une diminution de l’expression 

de l’enzyme dégradant les rétinoïdes, le cytochrome Cyp26b1 et l’augmentation de la protéine 

de transport CRABP2 chez les souris mâles FXRα−/−. En complément, l’antagoniste de RARα 

bloque la différenciation des cellules germinales, même chez les mâles FXRα−/−.  

Nous avons confirmé l’hypothèse selon laquelle RARα serait plus exprimé dans les tumeurs 

différenciées. A partir des transcriptomes de TGT nous avons identifié que RARα était présent 

dans tous les types histologiques avec l’expression la plus élevée dans les tératomes matures 

et TGT mixtes à dominance tératomateuse. En complément, les expressions de FXRα et RARα 

semblent corrélées dans les échantillons de TGT (CP = 0,54 ; p-value = 1,52e-12 / CS=0,52 ; p-

value = 1,37e-11). Cependant nous ne pouvons nous affranchir d’une simple co-expression des 

deux récepteurs dans un sous-type tumoral. Par ailleurs, l’étude en Gene Ontology menée sur 

les gènes corrélés à FXRα dans l’ensemble des TGT puis dans les tératomes, montre que la 

signalisation aux rétinoïdes est positivement régulée (Figure 38). 

Comme les lignées cellulaires de TGT n’expriment peu ou pas FXRα, il serait intéressant 

d’évaluer la quantité de RARα présent dans les cellules puis de quantifier les ARNm de RARα 

lors de doses croissantes de plasmides codant pour la protéine FXRα. Nous pourrions ainsi 

savoir si la modulation des niveaux de FXRα peut modifier l’expression de RARα et de ses 

gènes cibles. Inversement, si RARα est exprimé dans ces lignées, nous pourrions utiliser un 

ARN interférant contre RARα puis analyser les niveaux de FXRα en RT-qPCR ou Western-blot. 

Ces données nous permettraient de confirmer la présence d’une interaction entre les deux 

voies de signalisations. 

Dans un second temps, il serait intéressant d’évaluer l’impact de la différenciation des cellules 

sur l’expression de FXRα. Pour cela nous avons réalisé une première approche in silico à partir 

de publications de RNA-Seq réalisés sur des cellules NCCIT, T-Cam2 et N-Tera2 soumises à un 
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traitement différenciant par l’agoniste de RARα, l’acide tout trans rétinoïque (ATRA). 

Malheureusement la profondeur des analyses RNA-Seq ne nous a pas permis d’identifier la 

présence de FXRα dans aucune condition expérimentale. Il serait pertinent de réaliser cette 

expérience de différenciation in vitro à partir des cellules de TGT en notre possession afin 

d’identifier ou non la présence de FXRα en RT-qPCR. En outre, beaucoup de données 

disponibles sur le lien entre FXRα et RARα, reposent sur des profils d’expression d’ARNm. Il 

serait judicieux de confirmer ces résultats à l’échelle protéique pour les deux récepteurs à 

l’aide de Tissue micro-array (TMA) contenant différents sous-types histologiques de TGT. Il 

faudra en amont identifier la ou les isoformes de FXRα présentes afin de choisir un anticorps 

adapté puisque celui dirigé contre la partie N terminal (N20, A9033A, Perseus Proteomics) ne 

semblait pas convenir. Nous pourrions ainsi identifier et quantifier les niveaux protéiques de 

FXRα et RARα et étayer l’hypothèse selon laquelle FXRα est un maillon nécessaire à la 

différenciation des TGT. 

2.3 FXRα ET ALTERATIONS DU MICROENVIRONNEMENT 

L’analyse in silico des gènes corrélés à FXRα dans les TGT a mis en évidence l’importance du 

récepteur dans les interactions intercellulaires (Figure 38). Les ontologies réalisées sur cette 

liste de gènes montrent qu’ils favorisent les processus biologiques impliqués dans l’adhésion 

cellulaire, l’organisation de la matrice extracellulaire, la mobilité et la migration des cellules. 

Ce sont des processus naturellement retrouvés dans les germinales. D’une part on sait que 

FXRα est exprimé par les cellules germinales et que ces dernières migrent vers la lumière des 

tubes séminifères au cours de leur maturation. D’autre part, les cellules germinales sont 

ancrées entre les cellules de Sertoli avec lesquelles elles sont reliées par différentes jonctions 

intercellulaires. Au cours du développement les gonocytes sont majoritairement unis aux 

Sertoli par des molécules d’adhésion comme les Neural Cell Adhesion Molecule (NCAM) chez 

le rat (Orth et al. 2000). Les gènes codant pour les NCAM (NCAM1 et NCAM2) semblent 

corrélés positivement à FXRα dans l’ensemble des TGT (CS=0,43 pour NCAM1). Cependant 

cette relation diminue fortement lorsque l’on prend la liste des gènes corrélés à FXRα 

uniquement dans les tératomes (CS=0,25). Il serait pertinent de réaliser cette analyse en 

utilisant les gènes corrélés à FXRα dans les tumeurs indifférenciées comme les SE ou CE afin 

de déterminer si la corrélation augmente dans ce type de tumeurs. Dans cette situation, nous 
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pourrions émettre l’hypothèse que l’expression de FXRα est associée à celle des molécules 

d’adhésion NCAM exprimées au stade gonocyte. Par ailleurs, d’autres molécules impliquées 

dans les interactions cellules-cellules peuvent présenter des pistes intéressantes. Les Sertoli 

et cellules germinales sont liées par des jonctions notamment de type desmosomes. L’action 

des phtalates, perturbateurs endocriniens incriminés dans l’étiologie des TGT, peuvent 

entraîner des altérations de la vimentine, protéine des filaments intermédiaires des 

desmosomes, perturbant les interactions gonocytes-sertoli chez le rat (Kleymenova et al. 

2005). Comme pour le gène NCAM1, les analyses de corrélation montrent que le gène codant 

pour la vimentine, VIM, semble corrélé positivement à FXRα (CS=0,37) dans l’ensemble des 

TGT mais pas dans les tératomes.  

Ces observations corroborent les données de l’équipe montrant chez les mâles FXRα-/- des 

anomalies du nombre de cellules de Sertoli à 10 jours post-natal et à l’âge adulte associées à 

des modifications de leur transcriptome ainsi qu’une augmentation de la spermatogenèse 

(Martinot et al. 2017). Il a été montré que les voies de signalisation médiées par FXRα 

pourraient modifier la maturation des cellules de Sertoli au cours du développement post-

natal précoce comme illustré par leur alignement prématuré à la membrane basale des tubes 

séminifères après l’exposition à l’agoniste de FXRα, le GW-4064 au cours des 10 premiers jours 

de la vie (Sèdes et al. 2018). Ces résultats rappellent les perturbations décrites dans le 

syndrome de dysgénésie testiculaire qui constitue un facteur de risque élevé d’évolution en 

TGT. Les gonades dysgénésiques présentent des déséquilibres du microenvironnement par 

une altération fonctionnelle des cellules de Sertoli qui structurent les tubes séminifères et des 

cellules de Leydig qui synthétisent la testostérone dans le milieu interstitiel. Ces déficiences 

de la gonade en développement peuvent perturber la différenciation normale des cellules 

germinales menant à une expression prolongée des gènes de pluripotence et d’un état 

indifférencié comme cela est observé chez les souris FXRα KO qui présentent une 

accumulation de cellules germinales indifférenciées PLZF+. 

Nous émettons l’hypothèse que la perte de FXRα dans les tumeurs indifférenciées pourrait 

perturber les interactions entre cellules de Sertoli et cellules germinales nécessaires au 

développement normal du testicule. Ce phénomène pourrait favoriser l’altération du 

microenvironnement comme décrit dans les syndromes de dysgénésie testiculaires, associés 

à un risque élevé de transformation en TGT. Les désordres à l’origine du syndrome de 
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dysgénésie testiculaire sont associés à des facteurs héréditaires comme le syndrome 

d’insensibilité aux androgènes, 45X0/46X et/ou environnementaux, sous l’influence de 

perturbateurs endocriniens impactant le métabolisme des stéroïdes souvent par des actions 

anti-androgéniques ou œstrogénomimétiques. 

3 PERTINENCE DE FXRα COMME NOUVEAU MARQUEUR BIOLOGIQUE ? 

3.1 FXRα ET MARQUEURS DIAGNOSTIQUES 

Le contrôle des fonctions cellulaires de Leydig, y compris la stéroïdogenèse, est 

principalement médiée par l’axe hypothalamo-hypophysaire via la LH/gonadotropine 

chorionique (CG) (Attia, Abou-Setta, et Al-Inany 2013). Une étude récente de l’équipe a mis 

en évidence que l’expression de FXRα est régulée par l’axe hypothalamo-pituitaire (HP) et plus 

particulièrement par la voie de signalisation hCG dans les cellules de Leydig (Holota et al. 

2019). Le traitement in vivo avec la gonadotropine chorionique humaine (hCG) a comme 

conséquence l’accumulation de transcrits codant pour FXRα dans le testicule de souris 

entraînant un rétrocontrôle négatif sur la synthèse des stéroïdes pendant une fenêtre de 

temps de 2 à 24h. L’hCG ayant pour fonction de stimuler la stéroïdogenèse chez l’embryon, 

on suppose que ce mécanisme de régulation médié par FXRα permettrait d’éviter une 

hyperstéroidogenèse.  

Dans les échantillons de TGT, l’expression de l’hCG est associée aux tumeurs présentant un 

caractère embryonnaire. Il en résulte une sécrétion anormale de cette hormone, sécrétée 

normalement au cours de la grossesse pour le développement gonadique de l’embryon. On 

peut supposer que la présence de cette hormone chez l’homme adulte puisse perturber la 

stéroïdogenèse souvent impactée dans les TGT et favorisant la pathogenèse.  

3.2 RESISTANCE A LA CHIMIOTHERAPIE DANS LES TGT 

FXRα est majoritairement exprimé dans les tératomes qui sont des tumeurs présentant une 

résistance intrinsèque à la chimiothérapie, associant cisplatine, bléomycine et étoposide 

(Bilen et al. 2016). Nos analyses ont montré que les gènes corrélés à FXRα dans les tératomes 

semblent impliqués dans les signalisations liées aux rôles connus de FXRα comme la sécrétion 
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biliaire, le métabolisme des lipides ainsi que les voies de détoxication. Or, plusieurs voies de 

signalisation et processus biologiques impliquant le métabolisme des drogues et des 

xénobiotiques sont positivement régulées dans les tératomes. Nous avons démontré que les 

agonistes de FXRα régulent SHP dans les lignées de TGT. Or une étude menée par Wang et 

coll. a montré une potentialisation de l’apoptose de cellules tumorales des voies biliaires en 

associant des agonistes de FXRα avec du cisplatine (Wang et al. 2016). Ils ont confirmé le 

bénéfice de l’activation de FXRα sur la cytotoxicité dans des lignées résistantes et sensibles au 

cisplatine. Fait intéressant, les données in vivo montrent que le GW-4064 peut améliorer 

l’effet antinéoplasique du Cisplatine et semble diminuer les effets indésirables du traitement. 

Le mécanisme d’action semble médié par SHP pour in fine activer l’apoptose en modulant les 

protéines pro et anti apoptotiques BCL-2, Bid et Bcl-xL.  

Par ailleurs, FXRα a un rôle bien connu dans la régulation des transporteurs et des enzymes 

de détoxication. Les gènes cibles de FXRα impliqués dans cette fonction sont souvent associés 

à des mécanismes de résistance comme les gènes de Mrp2 ou du cytochrome Cyp3A4. Un 

rapport publié par Hinoshita et coll. montre que la surexpression du transporteur 

membranaire MRP2, est considérée comme l’un des mécanismes les plus importants dans 

l’échec thérapeutique au Cisplatine dans le cancer du côlon (Hinoshita et al. 2000). De manière 

cohérente, nous avons démontré que les agonistes de FXRα régulent l’expression de MRP2 

dans les lignées de TGT. La protéine MRP2 semble impliquée dans le transport et la résistance 

de plusieurs traitements dont le Cisplatine et ce, dans de nombreuses lignées cellulaires (Koike 

et al. 1997; Kool et al. 1997). Cependant, le mécanisme de la surexpression de MRP2 en 

réponse à FXRα semble complexe car le Cisplatine est connu pour avoir des effets directs sur 

l’expression de FXRα (Herraez et al. 2012). 

Des altérations des voies de réparation de l’ADN semblent impliquées dans la sensibilité au 

Cisplatine. Cette donnée peut être reliée à la Gene Ontologie GO réalisée sur les genes corrélés 

à FXRα dans l’ensemble des TGT. Nous avons pu mettre en évidence que ces gènes étaient 

associés à une diminution du processus biologique de réparation à l’ADN. Par ailleurs les GO 

réalisées sur les gènes corrélés à FXRα uniquement dans les tératomes (Figure 38), montre 

une augmentation du processus biologique lié au métabolisme des médicaments notamment 

par l’activité des cytochromes CYP450 connus en thérapeutique pour leur métabolisation des 

différents traitements médicamenteux. En explorant les gènes inclus dans cette GO et leur 



Figure 41 : Caractérisation des exons cassettes pour les gènes des sous-familles de récepteurs
nucléaires NR0 et NR1.
A) Les gènes de la sous-famille NR0B (DAX-1 et SHP) ne possèdent pas de DBD canonique, mais
codent un LBD classique segmenté sur deux exons standard et non cassette. B) Les gènes plus
évolués de la sous-famille NR1C (PPAR) contiennent une organisation similaire du domaine LBD
et C-terminal, mais contiennent un domaine N-terminal étendu contenant le DBD canonique
(orange) codé par deux exons standard. La sous-famille NR1C est distincte de toutes les autres
sous-familles NR1, qui contiennent toutes au moins un exon cassette. (C) Les signatures
élaborées d’exon cassette de la sous-famille NR1H [NR1H3 (LXRα), NR1H2 (LXRβ) et NR1H4
(FXRα)] mettent en évidence l’expansion de l’utilisation des exons cassette dans la famille NR1,
chaque gène incorporant quatre à cinq exons cassette. Les implications fonctionnelles de ces
différences sont actuellement inconnues, mais elles peuvent soumettre ces gènes à des
niveaux plus élevés d’épissage alternatifs spécifiques aux tissus. Issu de Annalora 2020, Drug
Metab Dispos.
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activité dans la résistance aux TGT, ces données pourraient soutenir le constat fait sur la 

résistance intrinsèque des tératomes. 

Nous avions envisagé d’étudier la résistance au cisplatine sur les lignées modèles de TGT. Nous 

aurions pu ainsi évaluer l’influence du cisplatine sur les niveaux de FXRα. Aussi nous aurions 

testé l’action de doses croissantes de FXRα dans les lignées et leur effet sur l’apoptose des 

cellules par des approches de mort cellulaire comme le TUNEL, l’annexine V en cytométrie ou 

les niveaux de caspases et/ou PARP clivé.  

4 L’EPISSAGE ALTERNATIF COMME SOURCE DE VARIANTS DU RECEPTEUR 

FXRα 

Après une première série d’études visant à déterminer la participation du récepteur FXRα 

dans l’étiologie du cancer germinal du testicule, nous avons isolé un ADN complémentaire 

correspondant à une nouvelle forme de ce récepteur par RT-PCR à partir d’ARN totaux de 

cellules modèles de TGT non séminomateux NCCIT, et de cellules d’hépatocarcinome HepG2. 

Bien que l’abondance des transcrits se soit montrée relativement faible dans ces cellules, cela 

ne veut pas dire pour autant que cette nouvelle forme de récepteur ne soit pas importante 

pour le contrôle de la signalisation induite par les acides biliaires dans les cellules de foie et de 

tumeurs germinales du testicule. Au cours de la caractérisation fonctionnelle de notre 

nouveau variant de FXRα délété de l’exon 5, Annalora et ses collaborateurs ont proposé un 

nouveau schéma de visualisation de la structure génétique des 48 récepteurs nucléaires afin 

d’expliquer la production de plusieurs variants d’épissage à partir de la séquence d’un seul 

gène (Annalora, Marcus, et Iversen 2020). Cela a permis de définir un répertoire d’exons 

cassettes pour l’ensemble des membres des sous-familles de récepteur nucléaire NR0 à NR6. 

Ces exons cassettes modulaires, inclus ou non dans les ARN messagers, présentent le plus 

large éventail dans la sous-famille des gènes NR1H qui inclut le gène NR1H4. Comme présenté 

à la figure 41 l’exploration du gène de FXRα a mené à la définition d’une signature d’exons 

cassettes répartis sur l’ensemble des domaines structuraux avec un exon cassette localisé 

dans la seconde partie du domaine de liaison à l’ADN de FXRα (voir Figure 41C). Ce travail, en 

complément des données que nous avons collectées, a donc renforcé l’existence de notre 

variant de FXRα dépourvu de son exon 5 et de la deuxième moitié de son DBD qui contient le 
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Figure 42 : Mécanisme général de l’épissage alternatif.
A) L’épissage est dirigé par des séquences consensus qui sont situées à la jonction
exon/intron (site donneur 5’) et à la jonction intron/exon (site accepteur 3’). Un
point d’embranchement est présent environ 100 nucléotides avant le site d’épissage
en 3’. B) Les réactions d’épissage sont rendues possibles grâce à un complexe
catalytique macromoléculaire nommé spliceosome. Le spliceosome est constitué de
petites ribonucléoprotéines nucléaires snRNP (small nuclear ribonucleoprotein). Des
protéines accessoires sont également présentes dans le spliceosome dont les
protéines SF1 et le dimère U2AF. C) Position des principales protéines sur le pré-
ARNm et séquences régulatrices (enhancer, silencer) de la réaction d’épissage au
niveau des introns (ISE,ISS) et des exons (ESE, ESS). Adapté de Parent et coll. 2006,
M/S medecine science et de Corcos et coll. 2005, M/S medecine science.
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second doigt de zinc porteur de la boîte D. Selon le nombre d’exon cassettes identifiés, il est 

fort probable que l’épissage alternatif du gène NR1H4 augmente d’avantage la diversité des 

transcrits de FXRα par inclusion ou exclusion de différents exons en fonction de la 

conservation de séquences spécifiques trouvées au niveau des jonctions exon-intron (site 5’ 

ou donneur), des jonctions intro-exon (site 3’ ou accepteur) et des sites de branchement situés 

environ 30 nucléotides en amont des sites accepteurs (Figure 42). Si ces variants ne sont pas 

encore tous décrits dans la littérature, il n’est pas impossible que la poursuite des travaux 

exploratoires dans les tumeurs germinales du testicule mène à la caractérisation de l’un 

d’entre eux ce qui expliquerait les profils d’interaction protéine-ADN en retard de migration 

électrophorétique (EMSA) ainsi que la modification d’expression de gènes cibles de FXRα en 

réponse à une activation agonistique comme décrit dans la première partie de mon travail. 

Cela serait compatible avec un épissage des cassettes 8, 10 et 11 localisées dans la région 

charnière ainsi que dans le domaine de liaison du ligand (LBD) avec toutefois une conservation 

des cassettes 5 et 6 qui composent le domaine de liaison à l’ADN (DBD). 

A l’heure actuelle, les facteurs d’épissage et les conditions responsables de la production de 

ce variant ne sont pas encore définis mais la conservation d’un variant similaire chez la souris 

souligne que l’expression du variant FXRα1ΔEx5 n’est probablement pas restreint qu’à 

l’espèce humaine. D’ailleurs les alignements de séquences réalisés au cours de notre travail à 

valider ainsi que ceux publiés par Huber et ses collaborateurs montrent une identité protéique 

très élevée pour les isoformes de FXRα notamment au niveau de son domaine de liaison à 

l’ADN chez l’homme, la souris, le rat et le hamster (Huber et al. 2002). D’autres espèces 

comme le porc sont également susceptibles d’exprimer ce variant en plus des isoformes 

actuellement décrites pour FXRα sur la base de leur identité de séquence (Gray et Squires 

2013). De manière intéressante, les séquences donneurs (AUgtatgtatac) et accepteurs 

(tctcccacagGU) de part et d’autre de l’exon 5 du gène NR1H4 sont totalement conservées dans 

le gène Nr1h4 de souris ce qui renforce d’avantage la possibilité que l’épissage puisse 

répondre globalement à un mécanisme de régulation de la signalisation induite par le 

récepteur FXRα.  

La réaction d’épissage fait appel à de petites protéines nucléaires (snRNPs) qui reconnaissent 

les séquences des sites 3’ accepteurs et 5’ donneurs ainsi qu’à des facteurs régulateurs comme 

les ribonucléoprotéines hétérogènes nucléaires (hnRNP) et les protéines SR (riches en arginine 
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et sérine) qui lient des séquences activatrices (ESI, exonic splice enhancer ; ISE, intronic splice 

enhancer) ou inhibitrices (ESS, exonic splice silencer ; ISS, intronic splice silencer) au niveau des 

exons et des introns (Figure 42C) (Parent et Bisaillon 2006; Corcos et Solier 2005). Une 

première approche d’analyse bio-informatique des données issues du séquençage ARN (RNA-

seq) de cellules inhibées pour les facteurs de la machinerie d’épissage pourrait nous permettre 

de cibler quelques acteurs impliqués dans la production de notre variant. En ce sens, les 

données de séquençage générées par le projet du consortium ENCODE montrent que 

l’inhibition du facteur auxiliaire d’épissage U2AF2 (qui facilite la liaison de la protéine snRNP 

U2) est liée à une augmentation des gènes de régulation de l’homéostasie des acides biliaires 

(BAAT, CAYP7A1) dans les cellules d’hépatocarcinome HepG2, ainsi que de plusieurs gènes du 

métabolisme des stéroïdes appartenant à la famille des sulfotransférases (SULT) et des 

glucuronosyltransférases (UGT). L’inhibition génétique de ce facteur (RNAi, CRISPR/Cas9) dans 

les cellules HepG2 permettrait de valider sa participation dans la production de l’isoforme 

FXRα1ΔEx5, de relier sa fonction à la régulation de l’activité de FXRα, tout en validant notre 

stratégie expérimentale afin de définir les acteurs et les conditions pouvant mener à l’excision 

et/ou la conservation de l’exon 5 pour adapter une réponse-spécifique induite par cette 

nouvelle isoforme. Ces informations compléteraient celles déjà disponibles sur l’épissage de 

la séquence des 4 acides aminés MYTG à l’extrémité de l’exon 5 qui semble réduire la capacité 

de FXRα à activer la transcription de ses gènes cibles. Ainsi, la moindre affinité des isoformes 

FXRα1 et FXRα3 (contenant la séquence MYTG) pour un élément de réponse FXRE en 

comparaison avec les isoformes FXRα2 et FXRα4 ainsi que la plus faible activation du gène 

cible I-BABP par les isoformes ayant conservé la séquence MYTG (FXRα1 et FXRα3) soulignent 

donc les différences de capacité des isoformes de FXRα (Zhang, Kast-Woelbern, et Edwards 

2003). Ces observations interrogent quant aux propriétés de notre nouveau variant ainsi que 

sur son profil d’expression tissulaire sachant que les différentes isoformes possèdent des 

spécificités dans leurs profils d’expression et leurs activités.  

5 EXPRESSION TISSULAIRE ET CELLULAIRE DU VARIANT FXRα1ΔEx5 

L’étude du profil d’expression tissulaire du variant FXRα1ΔEx5 montre que ce dernier ne 

diffère pas de celui de l’isoforme FXR1α. L’utilisation d’amorces discriminantes dirigées contre 
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la jonction des exons 4 et 6, puis contre l’extrémité de l’exon 6 de FXRα1 nous a permis 

d’amplifier spécifiquement l’isoforme délétée de l’exon 5. Avec cette approche, nous avons 

amplifié par RT-PCR des fragments de tailles attendues à partir des ARN messagers de 

plusieurs tissus humains incluant le foie, la vésicule biliaire, le rein, la surrénale, puis à un 

niveau moindre de l’intestin, du colon et des gonades. La présence de cette nouvelle isoforme 

a également été confirmée dans les lignées cellulaires modèles d’hépatocarcinome (HepG2), 

d’adénocarcinome colorectal (CaCo-2), de corticosurrénales (H295R) et de rein embryonnaire 

(HEK293). A l’appui de ces résultats, l’association des données in silico de caractérisation du 

génome, de l’exome et du transcriptome disponibles en libre accès sur le portail GTExPortal a 

permis de retrouver les transcrits correspondants au variant d’épissage FXRα1ΔEx5 dans le 

foie, les glandes surrénales, l’iléon, l’ovaire, les reins et le colon transverse mais pas dans le 

pancréas et la rate contrairement à FXRα1 (voir article Figure 2). Les niveaux d’expression de 

ce variant s’avèrent cependant bien inférieurs à ceux des isoformes FXRα1 à 4 avec une limite 

de détection dans plusieurs tissus qui peut s’expliquer par un manque de couverture par 

séquençage lors des analyses réalisées. Bien que les approches d’analyse par séquençage de 

l’exome (Whole Exome Sequencing, WES) et des ARN (RNA-Sequencing, RNA-Seq) aient permis 

d’identifier les exons et de spécifier les jonctions exon-exon des différents transcrits 

séquencés, la fiabilité de ces résultats pour les expressions les plus faibles pose question 

puisque l’expression de chacune des isoformes est modélisée par l’utilisation de différents 

outils d’analyse bio-informatique. En raison des multiples méthodes d’études et de la 

variabilité des résultats générés par les outils d’analyse exploités, la qualité des informations 

obtenues doit être appréhendée avec réserve et justifierait qu’une étude complémentaire soit 

engagée afin de quantifier l’abondance des transcrits du variant FXRα1ΔEx5 dans les tissus 

entéro-hépatiques et extra entéro-hépatiques. Cela offrirait la possibilité d’évaluer si son ratio 

par rapport aux autres isoformes de FXRα présentes dans les tissus montre des différences 

comme décrit par l’étude de Vaquero et ses collaborateurs (Vaquero et al. 2013). 

L’importance de cette information prendrait tout son sens dans l’éventualité d’une fonction 

transrépressive portée par ce variant dépourvu d’une partie de son domaine de liaison à l’ADN 

puisque ce dernier pourrait interférer avec la signalisation induite par FXRα.  

Enfin, nos données d’expression ont également permis de valider la présence d’un variant 

identique chez la souris avec un profil d’expression superposable à celui de FXRα1 et mimant 
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la distribution tissulaire observée chez l’homme. Cela est non seulement conforme avec les 

travaux de Huber et de ses collaborateurs qui ont caractérisé des isoformes équivalentes de 

FXRα1-4 chez d’autres animaux comme le rat, la souris et le hamster (Huber et al. 2002) mais 

indique aussi que la production de cette isoforme ne semble pas espèce-spécifique ni associée 

à une condition physiologique et/ou pathologique bien qu’il ne soit pas impossible qu’une 

modification de son ratio puisse participer à des dérégulations du métabolisme et mener à 

l’apparition de désordres ou de maladies. La détection de ce variant dans les échantillons de 

testicule de patients atteints d’azoospermie obstructive (sécrétoire) et non obstructive 

(excrétoire) ainsi que dans les lignées modèles C18.4 et GC1 de spermatogonie de souris sont 

des arguments qui soutiennent l’existence d’une isoforme de FXRα dans les cellules 

germinales qu’il conviendrait d’explorer en lien avec la multiplication, la différenciation et 

l’apoptose des cellules souches germinales ainsi que des cellules de tumeurs germinales du 

testicule. 

6 CAPACITE DE LIAISON ET REGULATION DE L’EXPRESSION GENIQUE PAR LE 

VARIANT FXRα1ΔEx5.  

Dans ce travail, nous montrons que l'épissage alternatif génère une nouvelle isoforme de 

FXRα1 dépourvue de l'exon 5 (ΔEx5) qui code pour le second doigt de zinc du domaine de 

liaison à l'ADN. Cette isoforme FXRα1ΔEx5 que nous avons décrite dans les cellules et les tissus 

humains existe aussi dans les tissus de souris adultes mâles et femelles. De plus, il est fort 

probable que cet événement d'épissage concerne les isoformes FXRα2 chez l'homme ainsi que 

les transcrits de FXRα chez d'autres espèces en plus de l’homme et des rongeurs. Les études 

fonctionnelles entreprises pour caractériser l’activité de ce variant montrent que ce dernier 

est incapable d’activer la transcription d’un gène rapporteur de type luciférase contrôlé par 

un promoteur cible de son activité (Shp-luc et Akr1b7-luc) contrairement à l’isoforme FXRα1. 

Cela semble s’expliquer en partie par l’incapacité du variant FXRα1ΔEx5 à former un complexe 

in vitro avec une sonde ADN radiomarquée contenant une séquence de fixation spécifique de 

type FXRE malgré la présence de son partenaire obligatoire RXRα. Ce constat semble cohérent 

si on considère que le deuxième doigt de zinc, qui est perdu dans ce variant d’épissage, permet 

généralement au récepteur nucléaire d'interagir avec son partenaire homo- ou hétéro-
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dimérique pendant que le premier doigt de zinc établit le contact entre le récepteur et la 

séquence ADN de son élément de réponse. Comme pour d'autres récepteurs stéroïdiens 

épissés dans leur DBD dont le récepteur aux œstrogènes ERΔEx3 (Wang et Miksicek 1991), il 

n'est donc pas surprenant que l'isoforme FXRα dépourvu de son exon 5 (ΔEx5) ne puisse plus 

se lier à un élément de réponse consensus FXRE de type IR-1, en présence ou en l'absence de 

son partenaire RXRα. Toutefois, la capacité de ce variant à lier d’autres séquences FXRE de 

type DR et ER reste encore à étudier. Cela pourra dire si la perte de capacité de liaison peut 

s'expliquer en partie par la perte de la boîte D incluse à l'extrémité N-terminale du deuxième 

doigt de zinc puisque ce motif de cinq acides aminés a été montré pour régler la dimérisation 

du récepteur des glucocorticoïdes (GR) et sa liaison à l'ADN sans capacité de la boîte D à s’y 

lier directement (Dahlman-Wright et al. 1991; Luisi et al. 1991). Le récepteur de la vitamine D 

(VDR) représente un autre exemple de récepteur nucléaire modifié dans son deuxième doigt 

de zinc après retrait de son exon 3 (Annalora et al. 2019). Bien que ce récepteur VDRΔEx3 

conserve la première hélice de son DBD pour reconnaitre et fixer l’ADN, la perte de sa seconde 

hélice en amont du second doigt de zinc, orientée de façon perpendiculaire, confère une 

action dominante négative à ce dernier. A la différence des récepteurs nucléaires ERΔEx3 et 

VDRΔEx3, le récepteur FXRα1ΔEx5 n’exerce qu’une faible activité transrépressive sur la 

capacité du récepteur FXRα1 endogène à activer la transcription d’un gène rapporteur de type 

luciférase et à interagir avec le motif IR1 de la séquence FXRE en retard de migration 

életrophorétique (EMSA). Il s’agit d’une propriété que nous proposons d’étudier dans un 

premier temps en générant des lignées de cellules hépatiques par édition du génome 

(CRISPR/Cas9) afin d’exciser l’exon 5 du gène NR1H4 pour mieux apprécier les capacités de 

liaison et de transactivation du variant FXRα1ΔEx5 avec la possibilité de réintroduire par 

transfections transitoires les autres isoformes du récepteur FXRα afin d’étudier l’éventualité 

d’une compétition.  

Il est intéressant de noter que de nombreux variants de récepteurs nucléaires avec excision 

d’exons codant pour une partie ou la totalité du DBD sont associés à des maladies humaines, 

y compris les cancers (Annalora, Marcus, et Iversen 2020), toutefois la conséquence 

structurale de l'épissage de l'exon 5 de FXRα dans la promotion des maladies humaines ne 

peut être démontrée en l’absence de données cliniques sur son activité et son profil 

d’accumulation dans les pathologies. Néanmoins, le dérèglement de la machinerie d'épissage 
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ainsi que la perte de fonction de FXRα par insertion en phase au niveau du premier module en 

doigt de zinc chez les patients atteints de cholestase intrahépatique progressive familiale 

(PCIF) ont tous deux été rapportés dans le développement de maladies du foie et peuvent 

donc soutenir cette hypothèse (Gomez-Ospina et al. 2016; del Río-Moreno et al. 2019). 

En plus de l'épissage alternatif, les changements dans les modifications post-traductionnelles 

(PTM) affectant également l’activité des RN et leurs effets régulateurs sur la localisation et la 

liaison de FXRα dans des conditions physiologiques et pathologiques, ont attiré l'attention sur 

les sites de phosphorylation et d'acétylation conservés au sein du deuxième motif en doigt de 

zinc du DBD. D'une part, l'acétylation de la lysine 157 et de la lysine 217 est réglée de façon 

dynamique par l'acétyltransférase p300 et la déacétylase SIRT1 avec une conséquence 

fonctionnelle sur les capacités de liaison à l'ADN et d'hétérodimérisation de FXRα (Kemper et 

al., 2009). D'autre part, la sérine 135 et la sérine 154 sont modifiables par phosphorylation par 

la protéine kinase C ce qui augmente la liaison de FXRα à ses coactivateurs pour stimuler son 

activité transcriptionnelle sans affecter sa liaison à l'ADN ou sa localisation nucléaire (Gineste 

et al., 2008). De même, les PTM réparties au niveau du DBD sont étroitement liées à la 

modulation de l'activité de FXRα et notre analyse protéique par western blot a montré que 

l'isoforme FXRα1ΔEx5 n’était plus modifiée de façon post-traductionnelle dans les cellules 

HepG2 par rapport à FXRα1. Par conséquent, l'excision de l'exon 5 semble reproduire les 

changements induits par les modifications post-traductionnelles sur les capacités de liaison à 

l'ADN et d'activation de la transcription de FXRα. Cela nous a naturellement incité à vérifier si 

le variant dépourvu de son exon 5 (ΔEx5) présentait une modification de sa localisation 

subcellulaire et/ou différence de capacité à interagir avec RXRα et à former des complexes au 

niveau de la chromatine par le biais d'interactions protéine-protéines, même si ce dernier s’est 

montré incapable de se lier directement à un élément de réponse FXRE consensus in vitro. 

Notre fractionnement biochimique indique que l’excision de l'exon 5 qui contient le site de 

phosphorylation Ser154 proche du site d'acétylation Lys157 délocalise partiellement le variant 

dans le compartiment cytoplasmique dans un contexte cellulaire dépendant, suggérant ainsi 

que cette isoforme de FXRα pourrait ne pas être totalement séquestrée au niveau du noyau 

dans certaines situations liées à l'absence de modifications post-traductionnelles et/ou 

d’interactions avec des cofacteurs. En accord avec cette observation, une régulation post-

traductionnelle du trafic subcellulaire a été préalablement décrite pour d’autres récepteurs 
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nucléaires comme le récepteur PPARγ par le biais de son interaction directe avec des protéines 

effectrices de la cascade de signalisation ERK MAPK/ERK-kinases 1/2 (MEKs) pour mener à 

l’activation d’événements non génomiques (Burgermeister et Seger 2007; Papageorgiou et al. 

2007). La capacité de FXRα1ΔEx5 à activer les voies de signalisation générale non canoniques 

de FXRα justifie des investigations supplémentaires pour déterminer si et dans quelle mesure 

ce variant pourrait contribuer à des réponses indépendantes de l’activation de la 

transcription. Cela devrait fournir de nouvelles perspectives pour éclairer les mécanismes 

moléculaires associés à l'action anti-apoptotique et métabolique de FXRα, un résultat qui est 

en adéquation avec la démonstration récente d’une interaction de FXRα avec la caspase 8 au 

niveau du cytoplasme pour inhiber la formation de complexes de signalisation activateurs de 

l'apoptose dans les hépatocytes (Wang et al., 2018a). Il est donc envisageable dans notre 

système d’utiliser le variant FXRα1ΔEx5 comme protéine appât afin d’identifier des 

partenaires d’interaction au niveau du cytoplasme par des approches de chromatographie 

d’affinité, qui en plus pourraient s’étendre aux protéines nucléaires afin de préciser les 

modalités d’interaction de ce variant au niveau de la chromatine.  

Enfin, la combinaison de nos approches de chromatographie d’affinité (GST pull-down), 

d’activation de la transcription (gène rapporteurs luciférase) et de séquençage du 

transcriptome indiquent que l'épissage de l'exon 5 confère des propriétés particulières au 

récepteur métabolique FXRα pour la liaison et l'activation de la transcription génique. Un test 

d'interaction in vitro a révélé que FXRα1ΔEx5 interagit fortement avec le domaine de liaison 

au ligand (LBD) de RXRα mais pas avec le domaine de liaison à l'ADN (DBD), contrairement à 

FXRα1 qui interagit également avec le DBD et le LBD de RXRα. Une explication plausible de ces 

interactions moléculaires différentielles entre les variantes de FXRα1 et RXRα peut résider 

dans la caractéristique unique du domaine de liaison à l'ADN de FXRα1ΔEx5 qui a perdu le 

deuxième motif de doigt de zinc qui englobe la boîte D, et l'extension carboxyterminale (CTE) 

du domaine de liaison à l'ADN. Cela pourrait créer un repliement tridimensionnel globalement 

défavorable pour l'interaction avec le domaine de liaison à l'ADN de RXRα. Récemment, il a 

été démontré que les interactions intramoléculaires entre le DBD et le LBD du récepteur 

nucléaire CAR contrôlent son activation au sein de l’hétérodimère avec RXRα (Shizu et al. 

2018). Fait intéressant, ces travaux antérieurs ont également montré que la délétion de la 

région charnière réduisait la flexibilité du récepteur nucléaire CAR pour positionner 
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correctement son DBD par rapport au LBD et abroger sa capacité à former un hétérodimère 

RXRα actif. Sur la base de ces observations, nous postulons que l’excision de l'exon 5 de FXRα1 

par épissage alternatif puisse perturber les interactions intramoléculaires et créer un 

partenaire inactif pouvant aussi inhiber l'hétérodimère RXRα permissif, comme observé dans 

nos essais d’activation de la transcription avec des gènes rapporteurs de luciférase. Par 

conséquent, la structure cristalline et la modélisation tridimensionnelle de l'ADN du FXRα1 

devraient être d'un grand intérêt pour mieux comprendre la conséquence structurelle de 

l'épissage de l'exon 5 sur l'activation de la transcription par FXRα et les pertes de signalisation 

de l’hétérodimère RXR permissif. Bien qu'inactifs dans les essais de transactivation de gènes 

rapporteurs, les deux partenaires de l'hétérodimère se retrouvent dans une fraction enrichie 

en chromatine, même si le variant FXRα1ΔEx5 n’arrive pas à se lier, seul ou avec RXRα, à une 

séquence d'ADN FXRE spécifique dans un essai de retardement de mobilité électrophorétique. 

Cela nous a permis de conclure que des interactions protéine-protéine sont probablement 

nécessaires pour stabiliser l'hétérocomplexe sur la chromatine et a soulevé plusieurs 

questions qui doivent être abordées afin d'identifier les protéines corégulatrices de ces 

complexes, puis de cartographier les sites auxquels se lient le variant FXRα1ΔEx5 au niveau de 

la chromatine. Ceci devrait être réalisable par une approche d’'immunoprécipitation de 

chromatine pour définir les sites de liaison dans le génome pour ces facteurs spécifiques, puis 

pour déterminer comment ce nouveau variant de FXRα peut exercer son action sur l’activation 

de la transcription des gènes cibles de FXRα, y compris pour les nouveaux gènes cibles 

potentiels identifiés dans cette étude. En résumé, les résultats de cette seconde partie suggère 

que l'épissage alternatif intervienne comme un mécanisme complémentaire de régulation de 

la signalisation par FXRα, ouvrant de nouvelles perspectives pour l'étude de FXRα dans les 

conditions physiologiques et/ou pathologiques. 

 

En conclusion de ce travail, nous proposons que le récepteur FXRα puisse participer au 

maintien de l’homéostasie des cellules germinales souches en agissant sur les événements 

moléculaires sous-jacents à leur différenciation et/ou au maintien de leur état différencié. 

Nous appuyons ce postulat sur les précédents travaux de l’équipe qui montrent que l’absence 

de FXRα chez la souris (Fxrα-/-) augmentent le nombre de cellules souches spermatogoniales 

indifférenciées, puis sur les études conduites pendant ce travail de thèse qui nous amène à 
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définir un profil d’accumulation de FXRα qui distingue les sous-types de tumeurs germinales 

différenciées comme les tératocarcinomes, des tumeurs germinales du testicule moins ou peu 

différenciées. Cela suggère un lien fonctionnel entre le caractère pluripotent des cellules 

souches germinales et l’expression de FXRα qui reste encore à préciser en lien avec la 

signalisation par l’acide rétinoïque qui agit comme un agent de la différenciation des cellules 

germinales. A l’heure actuelle, notre travail ne permet pas de définir si la perte d’expression 

et/ou d’activité de FXRα participe à l’étiologie des tumeurs germinales du testicule. Toutefois, 

il serait tentant d’incriminer que la présence de nouveaux variant d’épissage de FXRα puisse 

intervenir dans la perte de l’homéostasie des cellules souches germinales et participer à 

l’étiologie de la maladie puisque le variant FXRα1ΔEx5 est retrouvé dans des lignées de cellules 

germinales de souris ainsi que dans certains troubles de la fertilité comme l’azoospermie non 

obstructive (excrétoire). La poursuite des études visant à caractériser la fonction du ce 

nouveau variant de FXRα délété de son exon 5 s’intègrera dans cette démarche afin d’éclairer 

la participation de ce récepteur dans le développement des troubles de la fertilité et du cancer 

germinale du testicule. D’un point de vue plus fondamental, la caractérisation fonctionnelle 

du variant FXRα1ΔEx5 pourra également ouvrir un nouveau champ d’investigation dans 

l’équipe centré sur l’étude de l’épissage alternatif par des exons cassette comme source de 

diversité des récepteurs nucléaires FXRα et des mécanismes d’adaptation des réseaux 

d’expression génique contrôlés par ce récepteur selon les stimuli auxquels sont exposés les 

cellules de l’organisme. La disponibilité de ce variant offre un cadre d’étude pour évaluer les 

changements structuraux et dynamiques des modifications du domaine de liaison à l’ADN par 

épissage et il sera intéressant de savoir comment ce variant du récepteur FXRα reconnait ses 

différents cofacteurs tout en précisant dans quelle mesure les changements de conformation 

induits par un ligand modifient cette reconnaissance avec un impact sur les réponses 

transcriptionnelles. 
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Abstract
The farnesoid-X-receptorα (FXRα; NR1H4) is one of the main bile acid (BA) receptors. During the last decades, through 
the use of pharmalogical approaches and transgenic mouse models, it has been demonstrated that the nuclear receptor FXRα 
controls numerous physiological functions such as glucose or energy metabolisms. It is also involved in the etiology or the 
development of several pathologies. Here, we will review the unexpected roles of FXRα on the male reproductive tract. FXRα 
has been demonstrated to play functions in the regulation of testicular and prostate homeostasis. Even though additional 
studies are needed to confirm these findings in humans, the reviewed reports open new field of research to better define the 
effects of bile acid-FXRα signaling pathways on fertility disorders and cancers.

Keywords Bile acid signaling · Fertility · Cancer

Introduction

Bile acids are synthesized from cholesterol in the liver and 
are components of bile salts. They have major involvement 
in digestion. Next to this, bile acids have been defined as 
signaling molecules controlling many physiological func-
tions such as lipid homeostasis, glucose and energy metabo-
lisms. Multiple signaling pathways mobilized by bile acids 
(BA) ensure these functions. BAs act as ligands for several 
receptors among which the Farnesoid-X-Receptor-α (FXRα, 
NR1H4) and the G-protein-coupled bile acid receptor-1 
(GPBAR1; TGR5).

The nuclear receptor of bile acids: FXRα

FXRα belongs to the family of steroid hormone receptors 
and is present in many species and produced by the NR1H4 
gene. Four isoforms of FXRα (α1/4) have been identified 
resulting from alternative splicing and the use of two differ-
ent promoters in the NR1H4 gene. The alternative promot-
ers at exon 1 or exon 3 regulate the expression of FXRα1 
and FXRα2 or FXRα3 and FXRα4 transcripts, respectively. 
The FXRα3 and FXRα4 isoforms possess longer N-terminal 
regions than do FXRα1 and FXRα2. The isoform differ-
ences could impact the efficiency of the “activation func-
tion 1 domain” (AF-1) for interacting with cofactors. In 
the FXRα1 and 3 isoforms, exon 5 is differentially spliced 
compared to FXRα 2 and 4. This alternative splicing event 
results in the addition of four amino acids (MYTG) adjacent 
to the DNA-binding domain in the hinge domain. It has been 
demonstrated that these isoforms are expressed at different 
levels within the tissues. Levels of FXRα1/2 are higher in 
the liver and adrenal glands and FXRα3/4 forms are found 
in the gut and kidneys [1].

FXRα is a ligand-mediated transcription factor. It was 
first defined as the receptor of farnesol generated by meva-
lonate metabolism. It was then described as the receptor of 
BA [2]. The most efficient ligands of FXRα are chenodeoxy-
cholic acid (CDCA) and its conjugated forms [3]. Other BAs 
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can activate FXRα with different degree of potency such as 
deoxycholic acid (DCA), lithocholic acid (LCA) and then 
cholic acid (CA) [2].

Over the years, multiple studies have been able to dis-
criminate natural ligands for FXRα. Among them some act 
as antagonists such as guggulsterone, which was isolated 
from an extract of the gum resin of Commiphora mukul, 
and stigmasterol, which was previously used in parenteral 
food [4, 5]. Other molecules were defined as FXRα agonist 
such as cafestol, a diterpene isolated from unfiltered coffee 
brew [6]. It is interesting to note that bile acids have been 
described for long to have endocrine activity. In that line, the 
levels of BAs acting as endogenous FXRα agonists in vivo 
are essential to modulate the physiology of several organs. In 
fasting conditions, serum bile acid are usually below 5 µM, 
whereas in post-prandial the concentrations reach 15 µM [7]. 
The use of reporter mice showed that in basal condition, the 
levels of BA are sufficient to induce the activity of the FXRα 
receptor in different organs such as in the intestine. It has 
been demonstrated that in short term condition following 
meal, higher activity of FXRα can be observed [8].

In parallel, efforts were also put in the identification of 
selective and specific synthetic modulators of FXRα. Among 
all the agonists produced, two of them are now actively used, 
namely GW4064 and INT747 [9].

At the structural level, FXRα shows all the typical 
domains of nuclear receptors, with the dimerization inter-
face, the ligand-binding domain, the DNA-binding domain 
and the ligand-dependent activation function (AF-2) domain. 
FXRα mainly acts as heterodimer with the retinoic acid 
receptor RXR (Retinoid X Receptor). The FXRα/RXR het-
erodimer is a permissive one, as the ligands of both partners 
can synergize to regulate the transcription of target genes.

The heterodimer FXRα/RXR binds to specific FXR 
response elements (FXRE) located in the regulatory 
sequences of target genes. The classical FXRE sequences 
correspond to hexamers (AGG TCA ) that are arranged as 
inverted repeat motifs (IR) separated by one base (IR-1) [2]; 
even if other FXREs with lower affinity have been defined 
such as IR0, IR8, ER8 (an everted repeat motif) or DR1 (a 
direct repeated motif). In few cases, it has been demonstrated 
that FXRα can act as a monomer and thus can repress tran-
scription through negative FXREs [1].

The use of pharmalogical approaches and of rodent trans-
genic models has defined the roles of FXRα receptor in the 
control of lipid, carbohydrate and bile acid metabolisms (for 
review see [10, 11]). Indeed, mouse deleted for the gene 
encoding FXRα have altered BA homeostasis associated 
with hyper-triglyceridemia and impaired glucose homeo-
stasis. Moreover, the study of the FXRα knockout mouse 
models led to the identification of the involvement of FXRα 
signaling pathways in diseases such as diabetes, immune 
disorders as well as cancers. For these latters, FXRα−/− mice 

developed spontaneously cancerous liver lesions at 1 year 
old [12, 13].

The importance of FXRα in the regulation of physiologi-
cal functions and the association with diseases were recently 
highlighted with the studies on humans and the identification 
of polymorphisms. FXRα variant due to single nucleotide 
polymorphisms, leading to reduced transcriptional activ-
ity, was identified in intrahepatic cholestasis of pregnancy 
(ICP) [14]. More recently another study showed that cases 
of neonatal cholestasis were associated with mutations in 
the Fxrα gene [15].

Next to these descriptions, an additional function of 
FXRα was added in the last years, with the identification of 
the involvement of BAs in the regulation of the male repro-
ductive system [16]. Here we will review most of the data 
highlighting the critical functions of FXRα within testis, 
prostate, seminal vesicles and spermatozoa.

The idea of a link between bile acid signaling and male 
genital tract emerged from the association between hepatic 
pathologies and infertility in human [17, 18]. Indeed, during 
liver disorders, bile acids concentrations reached high levels. 
In addition, cirrhosis can be associated with testicular atro-
phy, low testosterone levels, decreased libido, infertility and 
gynaecomastia [19, 20]. Moreover, a retrospective study has 
correlated hepatic steatosis with low testosterone levels [21].

In the last years, different BA signaling pathways through 
FXRα and TGR5 have been demonstrated to be involved 
in male genital tract disorders [16]. As far as reproduc-
tive tract is concerned, there is no obvious reported redun-
dancy between FXRα and TGR5. Indeed, so far, the role 
of TGR5 has been studied only in adult male mice using a 
diet enriched in cholic acid (0.5% CA), which is a classical 
model to mimic cholestasis. This is translated in mice by a 
multi-component phenotype in adequacy with the known 
roles of bile acids. It induces weight loss and hepatic stea-
tosis with a decrease in hepatic Igf1 (Insulin-like growth 
factor-1) transcripts and altered plasma testosterone concen-
trations. These effects are not sufficient to explain infertility 
induced in cholestatic conditions since they remain present 
in  Tgr5−/− males whose fertility and testicular physiology are 
preserved in response to CA-diet. In wild-type mice, CA-diet 
feeding leads to alteration of germ cell homeostasis relying 
on the control within germ cell lineage of genes involved in 
cell–cell interactions and thus associated with post-meiotic 
germ cell apoptosis [22]. This work draws attention to the 
major impacts of the hyper-activation of BA-signaling on the 
maintenance of reproductive functions in adult male mice in 
the context of liver disorders.

In addition, the links between BA signaling and male 
reproductive tract are sustained by new findings showing 
that testis express the genes encoding enzymes involved in 
BA synthesis [23]. As in the liver, FXRα controls this pro-
cess. Indeed, Fxrα−/− mice showed altered BA homeostasis 
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in both liver and testis [23]. It has appeared in the last years 
that FXRα plays multiple roles in the urogenital tract that 
are described below.

FXRα and male genital tract

FXRα and testis

Several studies demonstrate that FXRα is expressed in the 
human testis since the first trimester of pregnancy [24], as 
well as in testis of many other species such as mouse [25]. 
In adult mouse, the expression of FXRα was described in the 
interstitial space, mainly in Leydig cells [26]. This expres-
sion was confirmed at pubertal age when Leydig cells start 
to produce adult levels of testosterone [27]. Interestingly, the 
use of mouse models defines the saptio-temporal expression 
of FXRα within the testis. In that line, it has been demon-
strated that FXRα is also expressed during post-natal devel-
opment within the germ cell lineage and more particularly 
in undifferentiated germ cells (UGC) [28]. In addition, a 
study on marbled newt also showed the expression of FXRα 
in primordial germ cells and primary spermatogonia [29]. 
These localizations suggest that FXRα must be involved in 
the control of both the endocrine and exocrine functions of 
the testis.

FXRα & testicular endocrine function

The first described role of FXRα within the testis relies on 
its involvement on the endocrine function (Fig. 1). Indeed, 
the combined use of Fxrα−/− mice and of pharmacologi-
cal approaches using the FXRα specific synthetic agonist 
GW4064 have demonstrated that the gene encoding the 
orphan nuclear receptor Small Heterodimer Partner (Shp; 
Nr0b2), a well-known FXRα target gene in the liver, is 
also a target gene within the Leydig cells. It was demon-
strated that the increase of SHP is then associated with 
the repression of the expression and/or the transcriptional 
activity of Liver-Receptor-Homolog-1 (Lrh1; Nr5a2) and 
of Steroidogenic Factor-1 (Sf1; Nr5a1)  receptors, two 
other members of the nuclear receptor superfamily, that 
are described to positively regulate the expression of genes 
involved in the steroidogenic pathways [30, 31]. These 
data were established using in vitro approaches such as 
Chromatin Immuunoprecipitation. Following the expo-
sure to GW4064, the subsequent regulations of SHP were 
associated with the down-regulation of the expression 
of the steroidogenesis genes such as Star, Cyp11a1 and 
3β-Hsd [26]. The involvement of SHP was sustained by 
the fact that GW4064 has no effect on testosterone levels 
in  Shp−/− male mice. Consistently,  Shp−/− mice showed 
higher plasma and testicular testosterone levels associated 

with an early maturation of the male genital tract. Indeed, 
male sexual maturation is a key developmental period 
depending on the hormonal status. The identification of 
the involvement of FXRα on the regulation of the testicu-
lar endocrine function led to the question of its potential 
involvement in male sexual maturation at puberty. This 
was sustained by data associating experimental models of 
liver disorders and altered puberty [32]. These experimen-
tal models showed lower testosterone levels and smaller 
testes and seminal vesicles. Recently, study deciphered the 
involvement of BA and FXRα in the cholestasis-induced 
sexual maturational failure. For that purpose, 21-days old 
male mice were fed a diet supplemented with cholic acid 
or treated with GW4064 [27]. The pubertal exposures 
resulted in an alteration of spermatogenesis. Indeed, the 
BA-exposed testis showed a lower number of elongated 
spermatids suggesting that the sexual maturation  was 
delayed, which was correlated to a lower sperm production 
and then reduced fertility. This default in spermatogenesis 
was due to an increase of the apoptotic rate of germ cells. 
This later was related to the alteration of the hormonal 
homeostasis as testosterone supplementation reversed the 
effect of BA treatment on germ cell apoptosis.

The putative impact on testosterone synthesis was 
dependent on FXRα as no deleterious effects of GW4064 
were observed in Fxrα−/− male mice. Unexpectedly, in con-
trast to adult male mice, this effect was not strictly dependent 
on SHP, as Shp−/− males exposed during puberty were still 
responsive to BA treatment [27]. It was then demonstrated 
that the nuclear receptor Dosage-sensitive sex reversal, adre-
nal hypoplasia critical region, on chromosome X, gene 1 
(Dax1; Nr0b1), a known repressor of steroidogenesis, was a 
direct target gene of FXRα. This suggests that DAX-1 might 
be in part responsible, in collaboration with SHP, of the 
negative impact of FXRα signaling pathways on steroido-
genesis and thus on male sexual maturation at puberty [27].

In both adult and pubertal mice, the impacts of FXRα 
are local effects within the Leydig cells and independent of 
the hypothalamo-pituitary axis (HPA). However, some links 
might exist between FXRα and the hypothalamo-pituitary 
axis. Indeed, it was shown that FXRα also lowered testoster-
one synthesis through the repression of the expression of the 
LH receptor gene (Lhcgr). This leads to a lower sensitivity to 
the hypothalamo-pituitary axis, which is the major regulator 
of the endocrine function of the testis [27]. Moreover, it has 
been demonstrated that the expression of Shp and Dax-1 
are down-regulated by the LH signaling [33, 34]. This sug-
gests that local signaling pathways might participate in the 
precise regulation of the endocrine function in interaction 
with the HPA.

The involvement of FXRα on the control of testicular 
steroid synthesis is supported by the conserved mecha-
nism in other species. Indeed, in porcine Leydig cells, the 
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treatment with the FXRα agonist chenodeoxycholic acid 
(CDCA) decreased sex steroid production [35].

Even if exogenous BAs have been demonstrated to repress 
testicular steroid synthesis; the question of the endogenous 
testicular FXRα ligand remains. Androsterone, a metabo-
lite of testosterone was shown to be a FXRα activator [36]. 
This data suggests that a local feedback loop of androgen 
synthesis might exist.

Moreover, next to the regulation of the androgen syn-
thesis, some studies have demonstrated a crosstalk between 
FXRα signaling and the estrogen synthesis in females 
and males [2]. In  vitro studies have demonstrated that 
FXRα reduced the expression of the gene encoding the 
aromatase [37]. At the molecular level, it was shown that 

FXRα competes with SF1 for binding sites on the regula-
tory sequences of the aromatase gene and thus its expres-
sion. However, these mechanisms still have to be elucidated 
in vivo.

Steroid plasma concentrations result from a balance 
between their synthesis and their catabolism. The liver 
essentially supports the inactivation and elimination of ster-
oids. It has to be considered that the impacts of FXRα on 
the sexual hormones might involve steroid catabolism prob-
ably at the liver level. Indeed, in some studies it has been 
demonstrated that adult male mice fed a diet supplemented 
with 0.5% cholic acid for several months showed an altered 
plasma testosterone concentration with normal intra-testicu-
lar levels [22]. It was thus demonstrated that theses animals 
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Fig. 1  Impacts of FXRα signaling pathways within the testis. The 
liver secretes the insulin growth factor-1 and is involved in the con-
trol of steroid catabolism; two factors that are known to be key for 
testicular homeostasis. In addition, DCA produced by the microbiota 
is an important mediator of BA-induced testicular toxicity. IGF1, BA 
and LH reach the testis through blood circulation. Testicular BA pool 
is composed of both circulating ones and those produced within the 
testis. There, BA will control the Leydig endocrine function by con-
trolling the production of steroid directly or through the decrease of 

the sensitivity to the LH signaling. In combination, through FXRα 
or TGR5, BA will control the exocrine function with impact on Ser-
toli cell homeostasis as well as alterations of processes involved in 
spermatogonial stem cell (SSC) self-renewal or germ cell survival. In 
addition, this later impact could also be associated with the increase 
of BA-precursors and the subsequent  activation of CAR signaling 
pathways. This leads to lower sperm production and then male fertil-
ity disorders
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exhibited an increased hepatic expression of Cyp3a11 and 
Ugt2b34 suggesting hepatic catabolism of testosterone [22]. 
Bile acids are capable, via FXRα, to induce the expression 
of several catabolic enzymes such as Ugt2b4 or Cyp3a11. 
It can be, therefore, hypothesized that these inductions may 
interfere with the homeostasis of circulating steroid levels 
and cause a decrease in plasma testosterone concentrations.

FXRα and etiology of pubertal defect in humans?

Surprisingly, when analyzing Fxrα knock-out mice there is 
a decrease of intratesticular testosterone levels. This is due 
to the increase of SHP, a know repressor of steroidogenesis, 
in Leydig cells. However, this effect is transiently seen up 
to 1 month of age in mice. This suggests that FXRα might 
be involved in the control of the timing of sexual matura-
tion. This is associated with the repressive action of Shp and 
Dax-1 with respect to Leydigian steroidogenesis.

Interestingly, puberty delays in boys have increased stead-
ily in recent years [38]. The clinical definition of puber-
tal delay is the absence of an increase in testicular volume 
beyond 14 years. It is accompanied by a lack of maturation 
of sexual characteristics and muscle development and a lack 
of acceleration of the growth rate normally associated with 
puberty.

The most frequent diagnosis of delayed puberty (80% of 
cases) is a so-called “simple” pubertal delay, spontaneously 
correcting with time. Its etiology is often misunderstood. At 
the molecular level, no data reported an association between 
SHP or FXRα and altered puberty, In contrast, in humans, 
some DAX-1 mutations result in a large phenotypic vari-
ability highlighting the complexity of its functions [39]. 
Most of these lead to adrenal insufficiency (AHC, adrenal 
hypoplasia congenita) and gonadotropin deficiency associ-
ated with delayed or no puberty [40, 41].

Moreover, due to the multiple actions of FXRα for the 
regulation of metabolisms of bile acids, cholesterol or tri-
glycerides, several synthetic bile acids, agonists or antag-
onists of FXRα, have been developed to fight against the 
development of pathologies such as hypertriglyceridemia 
[42], [43]. In this context, our study raises the question of the 
consequences of exposure to such molecules during puberty 
(pubertal delay).

FXRα and Leydig tumor?

A potential association between FXRα and Leydig tumor 
has also been evocated [44]. Using the R2C Leydig tumor 
cell line, it was demonstrated in vitro that the use of a FXRα 
agonist decreases the Leydig tumor growth through the 
inhibition of proliferation and the induction of apoptosis 
processes. At the molecular level, it was established that 
a FXRα-nuclear factor-kB (NF-kB) complex binds to the 

p53 promoter, inducing the expression of P53; which in turn 
induced its effector p21 (WAF1/Cip1).

Leydig cell tumors represent 3% of the testicular cancers 
and are benign in most of the cases. The above data suggest 
that FXRα ligands could represent a therapeutical strategy 
for the rare malignant Leydig tumor for which so far no 
treatment is available.

FXRα in male germ cells

The exocrine function of the testis corresponds to the pro-
duction of spermatozoa to ensure male fertility (Fig. 1). 
Undifferentiated spermatogonia undergo multiple steps of 
transformation. Part of the spermatogonial stem cells (SSCs) 
self-renew and others enter in the differentiation process 
leading to spermatocytes. Then following the meiotic pro-
cess germ cell lineage gives rise to the haploid round sper-
matids, which will, through spermiogenesis, become elon-
gated spermatids and then spermatozoa.

Recent studies in mice have shown an abnormal accu-
mulation of undifferentiated germ cells in the testes of 
Fxrα−/− mice [28]. It was hypothesized that FXRα helps to 
establish and to maintain the pool of undifferentiated germ 
cells and thus male fertility throughout aging. Consistently, 
Fxrα−/− males showed a higher production of spermatozoa 
compared to their wild-type littermates. This is associated 
with the maintenance of Fxrα−/− male fertility throughout 
aging at a time when wild-type fertility decline is normally 
observed. These data sustained the idea that FXRα par-
ticipates to the homeostasis of spermatogonial stem cells 
(SSC), which are the only cell population to present regen-
erative capacity. In that line, it has been demonstrated that 
FXRα controls the expression of multiple genes known to 
be involved in the establishment of the SSC population such 
as Jmjd3, whose deficiency, like for Fxrα, was associated 
to heavier testes and maintained reproductive capacities 
for longer time than wild-type littermates [45]. Similarly, a 
closed phenotype to Fxrα−/− males was observed in the Erβ 
(Ers2) deficient mice with an increase in the number of UGC 
at postnatal age [46].

In addition, the higher expression of Lin28 following the 
modulation of the FXRα signaling pathways was associ-
ated with altered expression of pluritoptency genes such as 
Oct3/4 and Nanog highlighting the critical role of Lin28 for 
the development of UGC in mice [47]. Even though these 
data suggest that Lin28 could be a mediator of FXRα in the 
establishment of SSC pool, the mechanisms by which FXRα 
controls the expression of Lin28 remain to be identified.

This impact of FXRα on the establishment of UCG was 
also supported by the use of the synthetic agonist, GW4064, 
as it leads to a lower number of PLZF-positive seminiferous 
tubules [48].
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Next to the impact of FXRα on the UGC pool, it also 
seems to participate in germ cell differentiation process. 
Indeed, a precocious entry in meiosis was observed in the 
Fxrα−/− males [28]. The crosstalk with the retinoid pathway, 
a major signal for germ cells to enter into meiosis, was dem-
onstrated by the lower expression of the retinoid-degrading 
enzyme Cyp26b1 in Fxrα−/− male mice and the fact that a 
RAR (retinoic acid receptor) antagonist blocked germ cell 
differentiation even in Fxrα−/− males.

Combined these data suggest that FXRα might control 
some pathways within the germ cell lineage that permit effi-
cient spermatogenesis in autonomous manner. Indeed, it has 
been demonstrated that FXRα controls germ cell survival 
in an androgen-independent manner in postnatal period, 
through the regulation of the expression of caspase-6, a 
known target of bile acid signaling pathways in the liver 
[49].

In addition, some data showed that the impacts of the 
lack of Fxrα gene on the sustained spermatogenesis (higher 
sperm cell production) were observed concomitantly to a 
decreased number of Sertoli cells [28], which are essential 
structural and nutritive support for spermatogenesis. In addi-
tion, it has been demonstrated that FXRα signaling path-
ways might alter the maturation of Sertoli cells during early 
post-natal development as a precocious alignment of Sertoli 
cells at the basal membrane of the seminiferous tubules was 
observed following the exposure to GW4064 during the 10 
first days of life [48]. Even though the mechanisms were 
not studied, this might help to better elucidate the complex 
interaction between somatic Sertoli cells and germ cells 
differentiation.

The links between FXRα and the control of male fertility 
and testicular homeostasis were sustained by recent data. It 
has been demonstrated that mice invalidated for the gene 
encoding FXRα were more sensitive to BA exposure and 
that a short-term exposure (15 days) led to altered fertility 
correlated with lower sperm production due to an increased 
meiotic germ cell apoptosis independently of the androgen 
status [23]. At the molecular level, the mechanisms were in 
part defined and highlighted for the first time with the unex-
pected role of the constitutive androstane receptor (CAR, 
NR1I3) within the testis. Indeed, the authors have demon-
strated that Fxrα−/− males fed a BA-diet showed altered tes-
ticular BA homeostasis associated with the accumulation 
of BA intermediate metabolites defined as negative CAR 
modulators. The crosstalk with CAR signaling pathways 
within the Fxrα−/− mice was supported by data showing that 
the administration of CAR agonist counteracted the impact 
of BA-diet [23].

Moreover, FXRα is expressed in human sperm cells 
mainly in the middle piece. The activation of FXRα by BA 
alters the sperm parameters, whereas an inhibition through 
the use of antagonist (Guggulsterone) or immuno-blockage 

inhibits these impacts. It has been demonstrated that the 
increased levels of BA modulate metabolic parameters 
(triglyceride) in sperm cells. It was thus suggested that BA 
could impact the homeostasis of capacitated sperm and 
could thus participat in infertility with idiopathic origin [50].

Fxrα, testicular spermatogenesis and environment

It has been demonstrated in liver and testis that FXRα con-
trols the expression of many genes encoding drug transport-
ers [51]. These data suggest that FXRα could have a major 
role in testicular detoxification of exogenous drugs (for 
review see [1]). These data led to the hypothesis that a link 
might exist between exogenous molecules, their deleterious 
impacts on male fertility and FXRα.

In that line, the increased incidence of pathologies of the 
male urogenital tract has been associated with the exposure 
to environmental molecules (EM). The list of EMs grows 
regularly (pollutants, pesticides, drugs) and their activity can 
be mediated by number of effectors. Most of these EMs, 
altering male reproductive functions, have been demon-
strated to have anti-androgenic or estrogen-like activities 
[52].

Several reports have highlighted the impacts of EM 
exposures on bile acid metabolism [53], and several EMs 
have also been described to be potential FXRα modulators. 
Recently, additional work showed that the FXRα signaling 
pathway might be a critical mediator of the impacts of EMs. 
Indeed, it has been demonstrated that the combined expo-
sure during fetal/neonatal periods to bisphenol-A (BPA, a 
well-known endocrine disruptor) and Stigmasterol (S) 
(natural FXRα antagonist) led to an enhanced decreased 
fertility compared with the exposure to single EMs [48]. 
This was correlated with decreased number of undifferenti-
ated spermatogonia, of spermatids and of sperm cells, and 
then associated with abnormalities of the male reproductive 
function. The involvement of FXRα was supported by the 
fact that Fxrα−/− male mice were almost unaffected. It is 
interesting to note that BPA alone had lesser effect on the 
Fxrα−/− males suggesting crosstalk between FXRα and BPA 
signaling pathways. This was consistent with the lower accu-
mulation of Esr2 in Fxrα−/− testis [28]. However, another 
explanation was given with the control of Fxrα expression 
by BPA signaling pathway within germ cells, similarly to 
what was reported in liver [54].

All these data demonstrate that FXRα acts as a major 
mediator of some EMs such as BPA to mediate their detri-
mental impacts on testicular homeostasis and thus fertility. 
It is important to note that these effects must be extrapolated 
to humans as adverse effects of the co-exposure to BPA + 
S were observed on the human testis in ex vivo experiments 
[48].
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Interestingly, Hsu’s work demonstrated the antagonistic 
action of insecticidal xenobiotic molecules such as cyfluthrin 
or bifenthrin on Fxrα [55], opening a more widespread pos-
sibility of the role of FXRα in the development of envi-
ronmental diseases and particularly male reproductive 
disorders.

Prostate/vesicle seminals: from fertility to cancer

So far the impact of the FXRα signaling pathways on the 
male reproductive tract were mainly studied in regards with 
the testicular homeostasis. However, some recent data also 
suggest putative impacts on seminal vesicles or prostate, two 
organs involved in the production of seminal plasma, which 
is essential to ensure the quality and integrity of sperm cells 
for fecundation. However, to our knowledge no data are 
available on the epididymis.

Recent data using proteomic analysis have identified that 
some proteins of the turkey seminal plasma may be involved 
in the regulation of lipid metabolism through FXRα acti-
vation pathways. It could thus be hypothesized that FXRα 
pathways must be important for sperm after ejaculation [56]. 
This could be consistent with the expression of FXRα in 
spermatozoa as demonstrated in human [50].

Within the prostate, the role of FXRα was mainly 
studied in the context of tumor cells (Fig. 2). It has been 
demonstrated that the mRNA and protein accumulation 
of FXRα are decreased in prostate cancer biopsies [57]. 
In vitro approaches have demonstrated that FXRα activa-
tion increased the expression of the tumor suppressor PTEN 
and thus suppressed prostate cancer cell proliferation [57]. 
This later effect on cell growth was only observed in tumoral 
[58]. In addition, it has been demonstrated, consistently with 
known roles of FXRα in other organs, that its activation in 
prostate lowered lipid accumulation through the regulation 
of sterol regulatory element-binding protein 1 (SREBP1).

Interestingly, it was shown that FXRα activation represses 
the expression of UDP-glucuronosyltransferase (UGT) 2B15 
and UGT2B17 within prostate cancer LNCaP cells. As glu-
curonidation inactivated androgens it must be hypothesized 

that FXRα signaling pathways will control androgen metab-
olism in prostate cancer cells. This must be critical since 
androgens are major regulators of prostate cell growth and 
physiology [59].

Bile acid signaling, metabolic syndrome and male 
reproductive tract

It is now well established that the metabolic syndrome 
(MetS) is associated with defects of male reproductive tract 
and functions. Indeed, obesity has been demonstrated to 
increase the risk of reproductive disorders with lower num-
ber of motile spermatozoa [60, 61]. In addition, the preva-
lence of infertility in diabetic men is higher than in normal 
population [62]. Patients show a lower percentage of motile 
sperm cells, a higher number of sperm cells with altered 
mitochondrial function [63] and an increase of DNA frag-
mentation in spermatozoa [64, 65]. Metabolic syndrome 
(MetS) is also associated with an increased risk of benign 
prostatic hyperplasia and lower urinary tract symptoms 
(LUTS). It has been demonstrated that worse oncologic 
issues of prostate cancer were associated to MetS. A recently 
established rabbit model of high-fat diet (HFD)-induced 
MetS showed hypogonadism and the presence of prostate 
gland alterations, including inflammation [66].

The possibility to target BA pathways for the cure of 
metabolic diseases is promising. Indeed, it is associated 
in experimental models to the improvement of metabolic 
syndrome parameters (cholesterol, triglycerides an glucose 
levels). Moreover, in the model of HFD-induced MetS in 
rabbit, it has been demonstrated that treatment with the 
FXRα agonist (INT747) counteracted the impact on blad-
der suggesting that is might be a consequence of MetS 
improvement [50]. However, INT-747 did not revert the 
MetS-induced hypogonadal state [67]. Consistently, the data 
suggest that during treatment of MetS through the use of 
BA-enriched diet, male mice fertility was additively affected 
by HFD and BA-die whereas parameters such as cholesterol, 
triglycerides and glucose levels were improved [68]. Further 
studies are thus needed to overcome the negative impacts 

Fig. 2  Impacts of FXRα signal-
ing pathways on prostate
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of BA-signaling pathways before using them safely for the 
treatment of chronic diseases related to MetS.

Conclusions and perspectives

The reported data highlight the emerging roles of the 
BA-FXRα signaling pathways in the control of the repro-
ductive tract physiology.

Adult mice fed a diet supplemented with cholic acid 
showed increases in both plasma and intra-testicular bile 
acid concentrations associated with subfertility of 25% of 
the exposed males. It could be expected that this might rely 
on complex integrated signaling through the whole male 
physiology. As several organs have been demonstrated to 
control the physiology of the testis (see Figs. 1 and 3), this 
raises the question of the origin of the multiple alterations, 

which could be either direct impacts on the gonads or indi-
rect effects resulting from systemic disorders.

The liver has been demonstrated to secrete the insulin 
growth factor-1 and to be involved in the control of testos-
terone catabolism; two factors that are known to be key for 
testicular homeostasis. However, recent data suggest that in 
the context of cholestasis induced by supplementation of 
bile acids, these parameters do not seem to be essential to 
drive the deleterious impacts on testicular physiopathology.

It is interesting to note that both plasma and intra-testicu-
lar levels of DCA correlate with fertility disorder suggest-
ing that the intestinal microbiota plays a major role in the 
testicular pathophysiology.

Even if it cannot be excluded that systemic factors 
are involved in BA-induced testicular disorders in wild 
mice, they might create a favorable context leading to the 
increase of bile acid levels and their deleterious impacts 
within the testis; as sustained by in  vitro data on an 
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Fig. 3  Integrative model. The impact of liver disorders leading 
to male fertility disorders and particularly testicular physiology alter-
ations rely on complex integrated signaling through the whole male 
physiology. The BA will alter the physiology of testis, seminal vesicle 

and prostate. Combined these effects might participate in the altered 
fertility observed during liver disorders. BA increase could also be 
involved in the etiology of prostate cancer
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isolated germ cell line (GC1spg) or Leydig cell line (pri-
mary culture and MA10 cell line).

The direct role within the testis is also supported by 
data showing that in the context of cholestasis, there is 
a decrease in testosterone synthesis associated with an 
increase of LH concentrations. It thus demonstrated that 
it is a primary hypogonadism that must find its origin in 
testis cells.

In addition, the testicular phenotype of Fxrα knockout 
on testis might not be a secondary effect induced by a dis-
turbed liver function (e.g. via endocrine disruptors or altered 
hepatic clearance rates). Indeed, if endocrine disruptors or 
liver disorders are deleterious for male reproductive func-
tion, recent works demonstrate that Fxrα−/− males have an 
efficient reproductive function with the maintenance of fer-
tility through aging compared to wild-type males.

A remaining question is to characterize the physiologi-
cal ligand(s) of FXRα within the male genital tract. Data 
showed detectable levels and production of BA within the 
testis. The question remains whether BA comes from a local 
synthesis or that they come from the peripheral synthesis 
(liver and intestine). The Leydig cells, in particular, are the 
source of a testicular synthesis of bile acids, which is logi-
cal since, as steroidogenic cells, they have a large reserve 
of cholesterol. Within the testis, it could be of interest to 
measure local BA concentrations in specific cell types to 
ensure in which kind of cell types, BA could activate their 
signaling pathways.

In addition, previous reports demonstrate that steroids 
such as androsterone could be physiological ligands of 
FXRα and be active at least in vitro to control prostate cell 
homeostasis.

Moreover, BA receptors could also be modulated by other 
kinds of molecules. In that line, among the presented data, 
some of them highlight a new link between FXRα and the 
increasing question of the environmental origin of diseases. 
Indeed it must be of interest to better define if FXRα could 
interfere with the signaling pathways of EMs exhibiting 
estrogenic properties. Moreover, it will be of interest to 
screen EMs to define if some of them can act as exogenous 
ligands of FXRα, and thus define, depending on the age at 
exposure, whether it will impact the exocrine and/or the exo-
crine functions of the testis, as well as the development of 
prostate cancer.

The overall data presented here highlight the necessity 
to decipher the roles of FXRα in urogenital tract in normal 
and pathological conditions to define novel approaches to 
improve male fertility capacities, in particular in the context 
of environmental exposures. One of the remaining questions 
is to decipher the precise activity of the BA receptor in the 
etiology of the urogenital disorders such as puberty delay, 
as presented above. Extended work on FXRα will also help 
to define whether it could be defined as targetable pathway 

for the treatments of pathologies such as fertility disorders 
and/or cancers.
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Abstract: Structural and functional studies have provided numerous insights over the past years
on how members of the nuclear hormone receptor superfamily tightly regulate the expression of
drug-metabolizing enzymes and transporters. Besides the role of the farnesoid X receptor (FXR) in
the transcriptional control of bile acid transport and metabolism, this review provides an overview on
how this metabolic sensor prevents the accumulation of toxic byproducts derived from endogenous
metabolites, as well as of exogenous chemicals, in coordination with the pregnane X receptor (PXR)
and the constitutive androstane receptor (CAR). Decrypting this network should provide cues to
better understand how these metabolic nuclear receptors participate in physiologic and pathologic
processes with potential validation as therapeutic targets in human disabilities and cancers.

Keywords: FXR; PXR; CAR; bile acids; xenobiotics; metabolism and transport; cancer; drug resistance

1. Introduction

Nuclear receptors (NRs) are ligand-dependent transcription factors that regulate a variety of
physiological processes by inducing the transcription of target genes. Among the members of this
large NRs superfamily, the metabolic receptors farnesoid X receptor α (FXRα, also known as NR1H4),
pregnane X receptor (PXR, called steroid X receptor SXR or NR1I2), and constitutive androstane
receptor (CAR, also named NR1I3) have been intensively studied for their ability to regulate energy
metabolism by affecting fatty acid, lipid, and glucose homeostasis (for recent reviews, see [1–3]).
As sensors of endogenous and exogenous chemicals, these three NRs have also been largely explored
for their capacity to regulate the expression of transporters and drug-metabolizing enzymes as adaptive
responses to prevent the accumulation of toxic chemicals in the body. Like most others NRs, these
receptors have a characteristic modular structure which includes a C-terminal ligand-binding domain
(LBD) and a N-terminal highly conserved DNA-binding domain (DBD) that allows them to bind to
specific nucleotide consensus sequences, hereafter referred to as DNA response elements (Figure 1A).
As common (non)permissive heterodomeric partners, retinoid X receptors (RXRα/β/γ, also known as
NR2B1/NR2B2/NR2B3) are required for high affinity binding to DNA, and despite the fact that RXRα
remains the predominant isotype in many tissues, all three RXR subtypes generally make these NRs
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competent for chromatin binding and transcriptional regulation of target gene expression in concert
with corepressor complexes or recruited co-activator proteins (Figure 1B and [4,5]).
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Figure 1. Structural organization and mechanism of action of nuclear receptors. (A) Structural
organization of hormone nuclear receptors. AF-1, activation function 1; DBD, DNA binding domain; H,
hinge region; LBD, ligand binding domain; AF-2, transactivation function 2. (B) A current model of
NR-mediated gene regulation. Bile acid-activated NRs (FXRα, PXR, CAR) act mainly as heterodimers
with retinoid X receptor α (RXRα) to regulate gene transcription. FXRE, FXRα response element;
XREM, xenobiotic response element; DR, direct repeat; ER, everted repeat; IR, inverted repeat.

The discovery of bile acids, bilirubin, and xenobiotics, including pharmaceutical drugs and
environmental pollutants, as specific ligands for these NRs and the assignment of their regulatory
function to hepatobiliary transporter genes have given the way to an extensive area of research over
recent decades. Subsequently, a rapidly growing number of publications have dealt with the regulatory
mechanisms of enterohepatic bile acids (BAs) circulation in health and diseases with a clear emphasize
on therapeutical strategies for metabolic disabilities and cancers. The aim of the present review is to
describe the most relevant functions of FXRα, PXR, and CAR, with a focus on convergence points
of crosstalks that orchestrate detoxification pathways of endogenous and exogenous chemicals that
may also adversely affect male reproductive function and increase the risk of developing a testis
tumorigenic phenotype accompanied by drug resistance.

2. Structure-Activity Relationship of Bile Acids and Bile Acid Derivatives in Regards to Sensing
Nuclear Receptors

2.1. Bile Acids as Endogenous Ligands for Metabolic Nuclear Receptors

Actively synthesized from cholesterol in the liver, bile acids (BAs) are amphipathic molecules with
detergent-like properties that are essential for hepatic bile formation, cholesterol elimination, and the
absorption of dietary lipids from the small intestine. In humans, the majority of BA synthesis in the
hepatocytes occurs through a classical pathway that is initiated by the rate-limiting enzyme cholesterol
7α-hydroxylase (CYP7A1). This major classical (neutral) pathway forms the primary BAs, referred
to as cholic acid (CA) and chenodeoxycholic acid (CDCA), following a multistep enzymatic process
involving the key sterol 12α-hydroxylase (CYP8B1) and sterol-27 hydroxylase (CYP27A1) enzymes
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respectively. In complement, CYP27A1 initiates an alternative (acidic) pathway of BA synthesis by
hydroxylation and oxidation of cholesterol that is further hydroxylated by oxysterol 7α-hydroxylase
(CYP7B1) to CDCA. Shortly after their synthesis, BAs are conjugated to amino acids glycine and
taurine to form sodium salts (bile salts), and excreted into the gallbladder, before being released into
the intestinal tract where microbial transformations in the gut convert the primary BAs CA and CDCA
to corresponding secondary BAs deoxycholic acid (DCA) and lithocholic acid (LCA). Most BAs listed
in Table 1, including the CDCA-derived α-muricholic acid (αMCA) and β-muricholic acid (βMCA)
in mice, are reabsorbed in the ileum and transported back to the liver via the portal vein (recently
reviewed in [6]).

Table 1. Chemical structures of the most common bile acids (BAs) and their conjugated forms (with
taurine or glycine). The positions of hydroxyl groups, which are responsible for major physicochemical
differences among the BA species, are indicated. Cholic acid (CA) and chenodeoxycholic acid
(CDCA) are primary BAs. Deoxycholic acid (DCA) and lithocholic acid (LCA) are secondary BAs.
The hydrophobicity increases as follows: MCA, UDCA, CA, CDCA, DCA, LCA.

Chemical Structures of the Most
Common Bile Acids (BAs)

R1
(3-pos)

R2
(6-pos)

R3
(7-pos)

R4
(12-pos)

Bile Acids and
BAs Derivatives

1 
 

 

OH H OH OH Cholic Acid
(CA)

OH H OH H Chenodeoxycholic
Acid (CDCA)

OH H H OH Deoxycholic Acid
(DCA)

OH H H H Lithocholic Acid
(LCA)

OH OH OH H Muricholic Acid
(MCA)

OH H OH H Ursodeoxycholic
Acid (UDCA)

Free BAs: R5 (24-pos) = OH C=O H H H 3-Keto LCA
Tauro-conjugated BAs: R5 = NHCH2CH2SO3H OH C=O H H 6-Keto LCA

Glyco-conjugated BAs: R5 = NHCH2CO2H OH C2H5 OH H 6α-Ethyl CDCA
(6-ECDCA)

Adequate concentrations of BAs in the intestinal lumen for digestion and their efficient
reabsorption in the terminal ileum ensure the maintenance of circulating BA pools within the
enterohepatic circulation. Indeed, BAs undergo enterohepatic circulation, with about 95% being
reabsorbed by active transport in the ileal enterocytes and recycled back to the liver through the
portal vein for further secretion into the biliary system and gallbladder. In each enterohepatic cycle,
hepatocytes must synthesize de novo BAs through a tightly regulated process to replace those that
are eliminated in the feces after escaping the ileum. In addition to the well described physiochemical
characteristics of these natural detergents in the maintenance of cholesterol homeostasis, biliary
excretion of hydrophobic compounds, and intestinal fat absorption, clear evidence also indicates
that high or abnormal BA concentrations may become cytotoxic to cells. This is particularly the case
for both hepatocytes and enterocytes, as well as for cholangiocytes (biliary epithelial cells), with an
increased risk of digestive system diseases including cholestasis and gastrointestinal carcinogenesis
(reviewed in [7–9]). Obviously, it turns out that cells exposed to BAs protect themselves too by
tightly regulating metabolic integrators and biological processes in order to control BA biosynthesis,
metabolism, and transport through ligand activation of NRs including FXRα, and the promiscuous
xenobiotic receptors PXR and CAR that respond to a larger variety of structurally-unrelated exogenous
compounds [10–13]. In short, CDCA is the most efficacious ligand of FXRα, followed by LCA, DCA,
and CA, whereas the secondary BA LCA and its oxidized 3-keto form is the main, if not the only,
potent activator of PXR. As with it closest relative PXR, CAR binds a broad variety of structurally
diverse molecules counting CA and 6-keto-LCA [14]. In complement to the vitamin D receptor (VDR
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also known as NR1I1) and the cell-surface receptor TGR5 (also known as GPBAR1; G-protein coupled
bile acid receptor 1), which are outside of the scope of this review [15,16], these three NRs exert
their functions as sensors of BA levels, and elicit transcriptional alterations in order to regulate BA
homeostasis, as discussed below.

2.2. Molecular Biology of Bile Acid/Xenobiotic Nuclear Receptors

FXRα was the first identified BA-activated nuclear receptor and the most dedicated NR to
BA signaling [10]. Two distinct FXR genes (FXRα, NR1H4; FXRβ, NR1H5) are evolutionarily
conserved between human and rodent; but in contrast to the mouse, FXRβ constitutes a pseudogene
in human [17,18]. Using alternative promoters and splicing, four functional variants have been
described for FXRα (α1–4), with differences in both tissue- and species-specific expression as well
as in ligand-dependent transcriptional activities [19,20]. Largely expressed in tissues engaged in the
human enterohepatic circulation, FXRα variants are all present in the small intestine, in contrast to
the liver and adrenals, which express mainly FXRα1 and α2, while FXRα3 and α4 are predominant
in the colon and kidney. The situation is slightly different in mouse because liver and small intestine
express all variants, whereas kidney and stomach express only FXRα3 and α4 [21]. Yet, all forms
of FXRα, hereafter referred to as FXRα, function as homeotrophic sensors of BAs and regulate the
activity of numerous genes encoding for proteins involved in BA synthesis, transport, conjugation,
and excretion. To do so, FXRα binds to a FXR response element (FXRE) as a heterodimer with RXRα,
or as a monomer to regulate gene expression. As for the other NRs, two zinc finger motifs allow FXRα
to interact with its response element which contains two copies of a consensus AGGTCA-like DNA
sequence reiterated directly (DR), inverted (IR), or everted (ER) with various inter half-site spacing
(Figure 1B). Even though the FXRα/RXRα heterodimer binds to the consensus IR-1 (IR spaced by
1 base pair) sequence with the highest affinity, this complex also binds to and activates a variety of
other FXREs in conjunction with transcriptional co-activators or co-repressors that coordinate either
gene activation or repression following post-translational modifications of histones and non-histone
proteins. Overviews of FXRα structure, activation, interaction with RXRα, and dynamically-controlled
target gene regulation have been published previously [22–25].

In complement, PXR and CAR xenosensors also play important roles in the regulation of BA
metabolism and detoxication by inducing genes involved in BA conjugation and transport in order
to enhance their elimination [26]. Both NRs, best known for their role in phase I (hydroxylation),
phase II (conjugation) and phase III (transport) xenobiotic elimination, are mainly expressed in liver
and intestine, where they likely regulate gene expression of ATP-binding cassette (ABC) transporters
and of drug-metabolizing enzymes within transcriptionally-permissive RXRα heterodimers [27,28].
In human and mouse, several spliced and polymorphic variants have been described for PXR and
CAR, resulting in protein isoforms that could vary in structure-function properties, as well as in either
constitutive or ligand-inducible transcriptional capacities (for a complete review, see [27]). Even if
these xenobiotic receptors are closely related, their moderately conserved LBD allow them to recognize
a wide range of structurally-unrelated endogenous and exogenous ligands [29,30]. This may also
reflect the different species ligand-binding properties of PXR and CAR described so far, although it is
known that both receptors share ligands that act as dual modulators for the expression of a common
set of genes [31–33]. Nevertheless, obligate associations of PXR and CAR with the heterodimeric
partner RXRα activate specific DNA sequences that differ from one another by the number of base
pairs separating the direct or everted DNA repeats. The best described CAR response elements are the
phenobarbital-responsive enhancer module (PBREM) and the xenobiotic responsive enhancer module
(XREM), which are found in the promoter regions of CAR target genes. Because these binding sites are
shared with PXR, both NRs co-regulate a subset of their target genes despite the fact that they also
separately regulate other specific genes. Inspections of these response elements indicate that both
DR-3 and ER-6 type AGGTCA-like binding motifs are typically bound by PXR/RXR heterodimers,
in contrast to CAR/RXR, that binds DR-4, DR-5 or ER-8 repeat elements [34]. Despite a lower affinity
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for the DNA consensus sequences, monomeric CAR is also described to be competent for docking onto
octameric AGAGTTCA DNA motifs and for the interaction with co-activators [35–38]. Owing to their
ligand-binding pocket that accommodates molecules of various shapes and sizes, it is not surprising
that PXR and CAR regulate an overlapping set of target genes in BA metabolism and elimination
following agonistic and antagonistic recruitment of co-activators and co-repressors at XREM regulatory
regions of target genes.

2.3. Bile Acid/Xenobiotic Nuclear Receptors Regulation of Bile Acid Synthesis and Transport

One of the key functions of FXRα is to critically regulate BA synthesis and BA enterohepathic
circulation. Mice lacking Fxrα (Fxrα−/−) were phenotypically normal but showed elevated expression
of Cyp7a1 mRNA and enlarged BA pool sizes [39,40]. By inducing the small heterodimer partner
(SHP also known as NR0B2) in liver, FXRα slows down the classical biosynthetic pathway of BAs
by reducing expression of CYP7A1/Cyp7a1 and CYP8B1/Cyp8b1 gene-encoding enzymes in humans
and mice (Figure 2). This occurs in part through dimerization of SHP with liver receptor homolog-1
(LRH-1) and hepatocyte nuclear factor 4α (HNF4α) transcription factors, and repression of their
binding capacities to CYP7A1 and CYP8B1 gene promoters, with an additional inhibitory feedback loop
on SHP itself [41–44]. In addition, FXRα activation in the intestine stimulates expression and secretion
of the fibroblast growth factor 19 (FGF19, FGF15 in rodent models) which binds FGFR4/β-Klotho
receptor complexes on the cell membrane of hepatocytes after trafficking into the enterohepatic
circulation [45–47]. This functional gut-liver signaling pathway inhibits expression of CYP7A1 and
CYP8B1 gene products through extracellular signal-regulated protein kinase 1/2 (ERK1/2) and c-Jun
N-terminal kinase 1/2 (JNK1/2) activation. In complement, experiments with liver- and ileum-specific
Fxrα-deficient mice (Fxrα−/−) showed that this inhibitory metabolism of BAs dominates over the
hepatic negative feedback pathway [48,49].
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Figure 2. Model of effects of FXRα on bile acid (BA) metabolism. Primary BAs, CA, and CDCA,
are generated from cholesterol by liver enzymes, including CYP7A1 and CYP8B1. CA and CDCA are
metabolized to DCA and LCA secondary BAs in the intestine. BSEP and MRP2 are localized in the
canalicular membrane of hepatocytes and transport BAs into bile. Most BAs are reabsorbed in the
intestine and recirculate to the liver through the portal vein in a mechanism called the enterohepatic
circulation. BAs that escape reabsorption are excreted in the feces. A portion of secondary BAs enters
the enterohepatic circulation from the colon. The transporters ASBT and OSTα/β are involved in BA
absorption in the intestine. At the basolateral membrane of hepatocytes, NTCP and OATPs uptake
BAs from the portal blood. Activated FXRα, PXR, and CAR induce the expression of phases I and II
metabolizing enzymes to stimulate urinary and biliary excretion of BAs.
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It has also been suggested that PXR and CAR play a role in the regulation of BA synthesis,
since PXR has been described as a FXRα target gene, and its ligand activation directly regulates SHP
expression in the HepG2 human liver cancer cell line and indirectly reduces the expression of Cyp7a1
in mice [36,50,51]. Moreover, deletion of CAR results in a less severe repression of Cyp7a1 and Cyp8b1
after bile duct ligation in mice, indicating that CAR is partly responsible for this down-regulation
when BAs accumulate in high concentrations in the liver [52]. Despite the fact that the protective effect
of PXR and CAR can be explained to a certain extent by their capacity to regulate BA synthesis genes
including CYP27A1 [53], the most likely protective effects of these xenobiotic sensing NRs seem to
come from their crosstalks in the management of a large set of genes that coordinately regulate BA
metabolism and transport, as depicted in Figure 2.

Following their synthesis, BAs are secreted into bile, which flows through the bile duct to the
intestine. Then, BAs are efficiently absorbed from the intestine, returned to the liver, and resecreted into
the bile and the gallbladder in many species. In this enterohepatic circulation, BAs can promote their
own biliary elimination by stimulating the hepatic apical bile salt efflux pump (BSEP; ABCB11) and
the multidrug resistant-associated protein 2 (MRP2; ABCC2) expression. These two ABC transporters
are rate limiting in canalicular excretion of BAs and non BA organic ions. In human and rodent, BSEP
gene promoters are transcriptionally activated by FXRα [54,55], and mouse Bsep baseline-expression
largely depends on the presence of this BA-activated NR, since its abundance is reduced in Fxrα

knockout mice [40,56,57]. In contrast to BSEP, transcriptional regulation of MRP2 involves several
overlapping sets of NRs, reflecting the diverse substrate spectrum of MRP2. As a matter of fact,
MRP2 can mediate the excretion of a broad range of conjugated BAs and non-BA organics anions,
mostly with glucuronidate and sulfate formed by phase II conjugation enzymes in hepatocytes [58].
FXRα binds with high affinity to response elements in the human and rodent MRP2/Mrp2 promoters
that are also shared with CAR and PXR [59]. Furthermore, FXRα increases the expression of multidrug
resistance protein 3 (MDR3; ABCB4), which secretes phospholipids into the bile canaliculi, thereby
promoting the formation of mixed micelles and decreasing toxicity of BAs [60]. While BAs are excreted
into canalicular bile under normal conditions, most conjugated BAs are actively reabsorbed in the
ileum by an apical, sodium-dependent bile salt transporter (ASBT, SLC10A2, IBAT) located on the
apical side of enterocytes. In the small intestine, FXRα increases ASBT, which is important for the
reabsorption of BAs from the intestinal lumen, as well as ileal bile acid binding-protein (IBABP) and
organic solute transporter α/β (OSTα/β), which are both important for the transcellular transport
of BAs [61–63]. Absorbed BAs are then transported back into portal blood by the sodium-dependent
bile acid transporter (NTCP; SLC10A1) and a family of multi-specific organic anion transporters
(OATPs; SLC21A) that mediate sodium-independent uptake of conjugated or unconjugated BAs,
as well as bilirubin in the liver [64,65]. Regulation of NTCP by BAs is complex, and differs considerably
among human and rodent [66]. Negative feedback inhibition of mouse and rat Ntcp is mediated by
both FXRα/SHP-dependent and -independent mechanisms and limits hepatocellular BA uptake [67].
Similar to NTCP, FXRα represses OATP1B1 through SHP and HNF4α and inhibits the predominant
sodium-independent BA uptake system in human [68]. In contrast, OATP1B3, a multi-specific uptake
system for organic anions, xenobiotics, and potentially BAs, is positively trans-activated by FXRα [69].
An alternative low level efflux of BAs into the systemic blood through the sinusoidal membrane
also takes place, and is mediated by several transporters including OSTα/β, MRP3/ABCC3 and
MRP4/ABCC4 [70,71]. Induction of both rodent Mrp3 and Mrp4 seems to be independent of FXRα,
while both PXR and CAR are able to induce either MRP3/Mrp3 or MRP4/Mrp4 expression in human and
rodent [56,72–74]. Collectively, a complex picture emerges where FXRα, PXR, and CAR are required to
coordinate synthesis and enterohepatic cycling of BAs.

2.4. Regulation of Bile Acid Metabolism and Elimination by Bile Acid/Xenobiotic Nuclear Receptors

The formation of BA-conjugated metabolites was recognized early as a mechanism of BA
deposition in human and other species. Shortly after their synthesis, BAs are conjugated to amino acids
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glycine and taurine to increase their solubility in water and to reduce their cytotoxicity [75]. Over the
years, FXRα was shown not only as an essential regulator of BA conjugation enzymes such as bile
acid CoA synthase (BACS) and bile acid CoA amino acid N-acetyltransferase (BAAT) [76,77], but also
as an important factor of BA detoxification processes, since BA-activated FXRα induces cytochrome
P4503A4 (CYP3A4) expression and phase I hydroxylation reactions [78]. Other NRs, including PXR
and CAR, have been demonstrated to activate CYP3A4 [79–82]; besides this most characterized
mechanism of gene regulation, these xenobiotic sensors are further involved in the regulation of phase
II enzymes including uridine diphospho-glucuronosyltransferases (UGT), sulfotransferases (SULT) and
glutathione-S-transferases (GST) [83,84]. By conjugating hydrophilic groups, UGTs, SULTs, and GSTs
increase the water solubility of BAs. In human, positive regulation of SULT2A1 gene expression
by FXRα and PXR appears to play a central role in regulating BA sulfation in conjunction with
CAR that is proposed to orchestrate BA sulfation and their ensuing export by the CAR-induced
MRP4 basolateral export pump [56,85–87]. In addition to sulfation, BAs can also be detoxified
through glucuronidation by the UDP-glucuronosyltransferases UGT2B4, UGT2B7, and UGT1A3,
that renders BAs more water soluble and facilitates their renal elimination [88–90]. This combined
hydroxylation/glucuronidation detoxification pathway can also be stimulated by PXR and CAR
in human after UGT1A1 transcriptional activation, while BAs can modulate both UGT2B4 and
UGT2B7 expression through FXRα [88,89,91]. Together with both PXR- and CAR-mediated BA
metabolism, the FXRα-induced repression of basolateral uptake by NTCP and OATP, in combination
with the increased expression of gene encoding proteins involved in BA detoxification (CYP3A4,
UGT2Bs, SULT2A1) and in membrane transport (BSEP, MRP2/3, MRD3, OSTα/β), help to promote
excretion and elimination of conjugated BAs [92,93]. It is now becoming apparent that xenobiotic
receptors crosstalk with FXRα to move the metabolized and conjugated BAs and their potentially toxic
metabolites into the body’s excretory pathways via the kidney or the bile, with impact, in some disease
states, that emphasizes drug targeting of BA and xenobiotic-sensing NRs in precision medicine.

3. Modulation of Bile Acid/Xenobiotic Receptors for Therapeutic Applications

3.1. Modulators of Bile Acid and Xenobiotic-Sensing Nuclear Receptors

Research in the past decades has established that FXRα, along with PXR and CAR, have a crucial
role in regulating all aspects of BA metabolism, and the availability of natural and non-steroidal
synthetic ligands has provided important insights into the mechanisms by which NRs for BAs
and xenobiotics control many diverse metabolic pathways, including glucose homeostasis and lipid
metabolism. Due to broad spectrum activity and synergistic effects of these three NRs, identification of
small molecules selectively targeting these receptors still represents a prolific area of research, with a
large number of ligands being published in the last years and highlighted in recent comprehensive
literature summaries [14,94–97]. Despite the large variety of ligands reported, so far, based on evidence
from cell lines and mouse models, only the most widely-used natural and synthetic BA/xenobiotic NR
ligands will be mentioned here.

Farnesol, which is a metabolite intermediate of the mevalonate biosynthetic pathway, was the
first common natural FXRα ligand identified, but its weak agonist activity impedes its use [98].
Oxysterol-22(R)-hydroxy cholesterol, androsterone as well as 26- or 25-hydroxylated BA metabolites
and poly-unsaturated fatty acids (arachidonic acid and docosahexaenoic acid) were also reported to
act as weak FXRα ligands [24]. As mentioned previously, BAs exhibit distinct potencies to activate
FXRα, with CDCA being the most active natural human FXRα activator, followed by DCA and LCA,
but the poor selectivity of these endogenous BAs encourages the development of new synthetic and
non-synthetic ligands with improved selectivity for FXRα in order to dissociate FXRα-dependent and
-independent pathways. To do so, the CDCA high-affinity FXRα ligand has been subjected to intense
medicinal chemistry modifications, producing several steroidal derivatives in order to generate more
specific FXRα modulators which are devoid off-target effects [99,100]. Among them, the semi-synthetic
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BA analogue 6-ethyl-chenodeoxycholic acid (6-ECDCA, also known as INT-747, obeticholic acid,
or Ocaliva/OCA) was shown to be a very potent and selective agonist in an FXRα transactivating
assay, and it has become an alternative agonist to the most widely-used GW4064 FXRα ligand due to
the cell-toxic effect and poor intestinal absorption of this latest non-steroidal synthetic agonist [101–103].
Although GW4064 has been extensively used as a molecular tool to study FXRα functions in vitro and
in vivo, it was not developed further because of its liabilities, that included poor pharmacokinetic
properties and the presence of the potentially toxic stilbene moiety. Many attempts to overcome these
problems in combination with crystallographic studies and virtual screening campaigns have given
rise to several series of derivatives, and recent progress has been made with high-affinity binding and
agonist activity of structurally-diverse, natural (epigallocatechin-3-gallate, cafestol) or (semi)synthetic
(GSK2324; WAY-36245; AGN29; PX20606) molecules toward FXRα. In contrast, only a limited number
of FXRα antagonists (guggulsterone, stigmasterol, AGN31, AGN34) have been described in the
literature [104,105]. While these latter compounds may be useful pharmacological tools to extend the
understanding of FXRα functions, complementary studies are required to further validate the potency
of these agents as clinic therapeutic modulators of FXRα in human disabilities.

Besides LCA, that is one of a few described natural ligands for PXR, a wide range of
structurally-unrelated, endogenous and exogenous ligands were shown to selectively bind to the
PXR of different species. In fact, the most well-known PXR agonists include the pharmaceutical
drug rifampicin (RIF), which strongly binds to human PXR but not to mouse PXR, and the synthetic
anti-glucocorticoid pregnenolone 16α-carbonitrile (PCN), that activates PXR in rodent (mouse and
rat) but has no effect on human PXR [32]. These species’ selectivity in ligand-induced activation rely
on clear differences into the LBD amino acid sequences of human and mouse PXR, and authorize
a commensurate number of foreign compounds to occupy the large binding pocket of this receptor.
This allows PXR orthologs to be activated not only by a plethora of prescription drugs (rifampicin,
ketoconazole, dexametasone, acetaminophen), chemotherapeutics (cyclophosphamide, paclitaxel,
taxol), steroids (progesterone, ethinylestradiol), and nutritional compounds (flavonoids), but also by a
variety of environmental contaminants such as bisphenol analogs (BPA), polychlorinated biphenyls
(PCBs), diethylhexyl phthalates (DHEP), and organochloride pesticides (trans-nonachlor, chlordane).
Comprehensive lists of compounds affecting the biological activity of human and rodent PXR have
already been presented in references [14,27,95], with an overlap in the endogenous and exogenous
compounds that bind to CAR variants and orthologs.

In contrast to FXRα and PXR, CAR has been initially described as a constitutively-active NR
in the absence of any activating ligand, but it has since been reported to be regulated by many
endobiotics, including steroids (androstanes, estrogens, and progestins) and BA metabolites. Also,
clinical drugs, pesticides, food-derived flavonoids, and alcohol-derived polyphenols are efficient
CAR modulators (reviewed in [106]), establishing CAR as a critical effector of xenobiotic function
and cellular toxicity. Multiple compounds with direct or indirect effects on CAR-dependent gene
regulation have been discovered, but few are selective for CAR specifically, as most also bind to
PXR [27,95]. Still, phenobarbital (PB) is the most potent known indirect activator of CAR that causes
the receptor to undergo nuclear translocation, and exerts transcriptional activity after binding PBREM
without interacting with the ligand binding domain of CAR [107]. This results from inhibition of the
epidermal growth factor (EGF) receptor signaling pathway by PB, and later, CAR dephosphorylation,
that activates nuclear translocation and transcriptional activity of the receptor, as reported for more
recently-investigated diet flavonoids [108]. In addition, CAR activation can also be mediated by
direct activators according to its remarkable species selectivity for ligand binding and activation
profile. The potent ligand activators TCPOBOP (1,4-Bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)])benzene and
CITCO (6-(4-chloropheny)imidazo[2,1-b][1,3]thiazole-5-carbaldehyde-O-(3,4-dichlorobenzyl)oxime)
behave as direct and specific agonists for the mouse and human CAR receptors respectively [109,110].
In both cases, direct ligand-dependent activation of CAR seems to rely on the nuclear translocation
step, whereby once inside the nucleus, ligand-bound CAR adopts a conformation similar to that of



Int. J. Mol. Sci. 2018, 19, 3630 9 of 24

the constitutively-active CAR, and maintains transcriptional activity. Interestingly, the constitutive
activity of CAR can be reversed, likely by a class of compounds known as inverse agonists which
derive from androstane metabolites. By promoting association of weak corepressor complexes
following displacement of coactivator proteins, androstanol (5α-androstan-3α-ol) and androstenol
(5α-androst-16-en-3α-ol) reverse constitutive ligand-independent activity of mouse CAR [111–113].
A panel of structurally-diverse small molecules has been reported as being human CAR inverse
agonists [114], providing novel insights into the nature of CAR regulation and function under specific
physiologic or pathologic conditions, as briefly addressed in the following section.

3.2. Potential Clinical Use of Bile Acid and Xenobiotic Nuclear Receptor Modulators

Initial studies performed more than fifty years ago revealed that BAs act as key agents for
cholesterol solubilization and removal out of the body, and for maintaining the driving force for
bile flow. On the basis of these observations, oral administration of CDCA was thus used to
dissolve cholesterol-gallstones in disease patients, but was replaced later by its more hydrophilic
7-epimer derivative, ursodeoxycholic acid (UDCA or Ursodiol), in order to reduce biliary cirrhosis and
hepatotoxicity [115–117]. In contrast to CDCA, which is the most active natural human FXRα activator,
UDCA, which is a naturally-occurring secondary BA in human, is devoid of any activity on FXRα in
transactivating assay, even if it is reported to act as a weak PXR agonist [14,118]. Yet, UDCA and its
24-nor-UDCA synthetic analog are used to enhance impaired bile flow and excretion of BAs or others
potentially toxic biliary constituents in patients with cholestatic liver diseases, due to mechanical
obstruction of bile ducts attributable to tumors and gallstones, or even to metabolic disorders in BA
formation and transport consecutive to hereditary genetic defects, pregnancy, or medication [103].
Repression of Cyp7a1 and modification of the BA export pumps Bsep (Abcb11) and Mrp2 (Abcc2) have
been reported in animal models treated with UDCA, and likely explain its choleretic effect that relies
on complex signaling networks (reviewed in [119,120]). Indeed, UDCA was not only demonstrated to
improve cholestasis by reducing BA uptake and synthesis, but also by stimulating hepatocellular and
biliary ductular export and elimination, making it attractive as a first-line treatment for a multitude
of other cholestatic injuries, including primary biliary cirrhosis (PBC), primary sclerosing cholangitis
(PSC), intrahepatic cholestasis of pregnancy (ICP), and progressive familial intrahepatic cholestasis
(PFIC). However, the limited efficacy of UDCA in these cholestatic conditions has given rise to demand
for the development of novel therapeutic approaches, including BA derivatives and other FXRα
agonists. Indeed, experimental studies using animal models mimicking cholestatic liver injuries
(bile duct ligation, genetic engineering, BA feeding) have strongly contributed to highlighting the
complex interplay of BA and bilirubin-activated NRs (mainly FXRα, PXR and CAR) that orchestrates an
adaptive response when intrahepatic and systemic BA levels rise (for reviews, see references [121,122]).

Due to its role in repressing BA uptake transporters (i.e., NTCP and ASBT) and inducing BA
export pumps (i.e., BSEP, MRP2, and OSTα/β) along with suppression of BA synthesis (i.e., CYP7A1),
FXRα activation represents another line of developed anticholestatic strategies, with (semi)synthetic
steroidal (6-ECDCA) and non-steroidal FXRα agonists (fexaramine, GW4064, PX20606) being actually
investigated in (pre)clinical trials. Moreover, induction of CYP3A4, SULT2A1, and UGT2Bs, along with
stimulation of biliary excretion through MDR3 (ABCB4), may also enhance BA detoxification and
counteract cholesterol-gallstone after FXRα activation. Therefore, it has come as no surprise that the
high affinity 6-ECDCA FXRα ligand was able to restore reduced bile flow and improve cholestasis
in several preclinical animal models of cholestasis [102,123], as well as in patients with PBC [124].
According to both animal studies and clinical trials, it was noted that besides cholestasis, the FXRα
agonist 6-ECDCA has also shown promise in treating metabolic disorders such as non-alcoholic fatty
liver disease (NAFLD), non-alcoholic steatohepatitis (NASH), and type 2 diabetes mellitus (T2DM),
which is in agreement with earlier described functions of FXRα in the regulation of lipid metabolism
and glucose homeostasis [125–127].
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Additionally, PXR and CAR activators have also been broadly studied, and some of them (e.g., RIF,
PB) are actually tested clinically in liver diseases to activate BA transporters and detoxification
systems [128–130]. The importance of these two NR xenosensors in the adaptive response to toxic
BAs and other compounds that accumulate in the liver has been demonstrated in numerous knockout
rodent models. For example, Pxr knockout mice are more susceptible to liver injuries caused by LCA
treatment or bile duct ligation than wild-type mice and the activation of Pxr by PCN reduced toxic
BA-induced liver injuries in wild-type mice, but not in Pxr knockout mice [51,52,131]. Moreover,
data from studies on Fxr−/−Pxr−/− double knockout mice showed enhanced toxicity in response to
BAs. Of note, CAR activation by PB or TCPOBOP when both Fxrα and Pxr are lost protected mice
from BA-induced cytotoxicity by increasing expression of hepatic genes involved in BA metabolism
and transport [132]. This beneficial role of CAR in the protection against hepatotoxic LCA is likely
attributed to the induction of phase I and II enzymes (Cyp3a4, Ugt1a1), as well as efflux transporters
(Mrp2), in these cholestatic animal models [52,132,133]. Although PXR and CAR were first identified
as xenobiotic receptors, a body of evidence is now surfacing which indicates equally important roles
for these receptors in endobiotic homeostasis [74]. As a whole, PXR and CAR appear to cooperate
with FXRα for protection against endobiotic and xenobiotic toxicity, making these NRs interesting
targets for therapeutical approaches in the treatment of metabolic disorders, although their role
beyond being BA/xenobiotic NRs need to be expanded to include their effects on health and diseases,
while minimizing adverse diet-drug or drug-drug interactions (DDIs) in patients with chronic diseases.

The occurrence of these unwanted DDIs further complicates the modulation of FXRα, PXR,
and CAR in patients affected with cancers, because these NRs are major transcriptional regulators of
drug-metabolizing enzymes with clinical consequences that generally decrease therapeutic efficacy,
and occasionally increase drug toxicity. Early work of De Gottari et al. suggested that FXRα loss
would contribute to tumorigenesis of colorectal cancer in human, and supports the view that BAs
are likely carcinogens in human and rodent [134,135]. In this view, mice lacking Fxrα with impaired
BA homeostasis spontaneously develop hepatocellular carcinomas, and treatment with the bile salts
sequestrant cholestyramine reduces tumor incidence [136]. In addition, target disruption of the
Fxrα in the intestine enhances tumor formation rate in mice, and further supports the existence
of a causative link between high BA concentrations and gastrointestinal cancer [137]. Therefore,
activation of Fxrα by non BA ligands was proposed as an attractive strategy to protect against liver and
intestinal carcinogenesis, but the mechanism by which FXRα suppresses carcinogenesis remains to be
investigated, since FXRα agonists have also been been reported to enhance chemoresistance in colon
and liver cells [138,139]. This mechanism possibly involves increased expression of gene implicated in
drug metabolism and transport to inactivate and export the anticancer drug out of expressing cells
with an impact on chemotherapy outcome. A similar theme plays out for PXR and CAR, and their
crosstalks not only gained increased attention for the treatment of metabolic diseases, but they have
also revealed context-specific effects of PXR and CAR activation in treating cancers [94,95,140–142].
Owing to the roles of PXR in promoting cell growth, chemoresistance, and malignancy, PXR antagonists
are of potential therapeutic interest for malignant diseases [143,144]. Indeed, developing selective
natural (ET-743, sulforaphane, coumestrol) and synthetic (ketoconazole and its derivatives) PXR
antagonists appears to be a reasonable approach for managing PXR-related adverse DDIs and cancer
drug resistance [94]. Regarding CAR, its function is less clear in the maintenance and the development
of chemoresistance. On the one hand, PB and TCPOBOP promote the development of hepatocellular
carcinoma in rodent models, and it is thus accepted that CAR activators may act as cancer promoters
in mice, but not in human, although some reports suggest that chemotherapeutic efficacy may be
increased upon CAR activation [145,146]. On the other hand, CAR regulates the expression of efflux
pump transporters for eliminating anticancer agents, and is thus suspected to play a major role in the
development of chemoresistance [147]. Indeed, before considering human CAR as a therapeutic target
for cancer, extensive investigation into the functioning of the receptor in human needs to be performed.
In light of these studies, the differential effects of these NRs in different cancer tissues might in part
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due to different variants that exhibit differential expression, ligand binding affinity, and transcriptional
activity. It is also possible that polymorphisms and post-translational modifications contribute to the
differential roles of these BA/xenobiotic-activated NRs in human cancers. Therefore, the development
of effective and selective compounds for each receptor, based on the signaling pathway and disease
they are involved in, is crucial for validating FXRα, PXR, or CAR as clinically-relevant, disease-related
therapeutic targets, in order to minimize side-effects and improve efficacy.

4. Bile Acid/Xenobiotic Nuclear Receptors in Testis: Protection from Toxicity or Obstacle
to Chemotherapy?

Pharmalogical modulations of BA transporters and their regulatory NRs have significantly
contributed to the development of novel treatment strategies for several hepatobiliary disorders,
including cholestasis, gallstones, and fatty liver diseases. In addition, clinical and experimental data
indicate that enhanced bile flow by the secondary BA UCDA might produce other beneficial effects
by preventing hypogonadism in patients with long-standing cholestasis and alleviating reproductive
system alterations, as shown in male rat with chronic cholestasis induced by permanent common
bile duct ligation [148,149]. These positive effects of UCDA suggest that unbalanced BA levels
might be deleterious to both endocrine and exocrine functions of the testes, and have warranted
numerous studies that have highlighted a significant link between BA metabolism and male fertility
disorders. Firstly, feeding CA during pubertal age reduces testosterone concentrations and increases
germ cell apoptosis, impairing fertility in adult mice [150,151]. Prevention of germinal cell apoptosis
by testosterone indicates that the steroidogenic function of Leydig cells is likely impaired in these
mice, in agreement with previous studies which reported that agonist activation of Fxrα reduces
testicular steroid metabolism through down-regulation of steroidogenic genes including Star, Cyp11a1,
and 3β-Hsd [152]. Secondly, BA-sensing NRs including FXRα, PXR, and CAR are expressed in
both human and mouse testis [153,154], and a specific panel of conjugated and unconjugated BAs
including the BA intermediates dihydroxycholestanoic acid (DHCA) and trihydroxycholestanoic
acid (THCA) have been reported in this tissue in mice [155]. The physiological relevance of these
BA/xenobiotic, NRs-dependent signaling pathways in the gonadal function and its regulation remain
elusive, but the increased number of undifferentiated germinal cells found in conjunction with the
extended reproductive longevity in male mice lacking Fxrα underscores the need to address the
mechanisms underlying these effects [156]. One would expect that FXRα might also crosstalk with
other NRs such as CAR, since impaired spermatogenesis due to the higher germ cell apoptosis observed
in Fxrα-/- male mice fed CA-supplemented diet is reversed by co-administration of the CAR agonist
TCPOBOP, while the CAR inverse agonist androstanol can reproduce these defects in wild-type mice
after two weeks of treatment [155]. Moreover, the recent demonstration that the FXRα antagonist
stigmasterol can modulate the adverse events of the common environmental chemical bisphenol A
(BPA) on testis development and spermatogenesis is questionable, since natural ligands of FXRα
with antagonist properties might dramatically accelerate germ cell loss by external factors, including
environmental toxicants, leading to reduced fertility (Figure 3 and [157]).
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liver cytotoxicity can cause a variety of fertility disorders. High BA levels reduce steroidogenesis in 
Leydig cells and disrupt the BTB, leading to enhanced germ cell degeneration with an impact on 
reproductive functions. In mouse, BA synthesis also takes place in the testis where germ cells develop 
from the tubule wall toward the central lumen (modified from [158,159]). 

Additional aspects should also be considered when evaluating the roles of BA and xenobiotic-
regulated signaling networks in male fertility outcomes because numerous drug transporters in the 
testis have been described [160]. Although these protein transporters are best studied in cancer cells, 
the cellular distribution of efflux and influx pumps in Sertoli and germ cells confers an exclusive 
microenvironment at the apical compartment near the blood-testis barrier (BTB) for meiosis and 
postmeiotic spermatid development upon spermiogenesis, with the renewal of undifferentiated 
spermatogonial stem cells and their mitotic proliferation taking place outside of the BTB at the basal 
compartment. By regulating the expression of drug transporters, all three NRs (FXRα, PXR, and CAR) 
can moderate the passage of BAs and BA-derived metabolites, as well as of environmental chemicals 
across the seminiferous epithelium to safeguard meiosis and spermiogenesis that occur in the apical 
compartment [160,161]. Therefore, FXRα, PXR, or CAR -specific ligands might potentially modulate 
the expression of drug transporters, suggesting the direct involvement of these NRs in controlling 
the entry of endogenous and exogenous molecules (into intratubular Sertoli and germ cells) through 
uptake transporters, or their elimination throughout efflux pumps. Moreover, BA-induced down-
regulation of adhesion proteins like N-cadherin and connexin 43 (CX43) was shown to alter the BTB, 
leading to its disruption [162], making way for more BAs to access the apical compartment and to 
induce male reproductive dysfunctions by amplifying germ cell degeneration. As observed for male 
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Figure 3. Overview of reproductive disorders linked to disturbance in BA homeostasis. Disturbance in
BA homeostasis within the enterohepatic cycle results in hypogonadism with reduced androgens
synthesis in the testis. Under normal conditions, BAs that escape the enterohepatic circulation are
excreted in urine and feces, but BA overload due to impaired bile flow or xenobiotic/drug-induced
liver cytotoxicity can cause a variety of fertility disorders. High BA levels reduce steroidogenesis
in Leydig cells and disrupt the BTB, leading to enhanced germ cell degeneration with an impact on
reproductive functions. In mouse, BA synthesis also takes place in the testis where germ cells develop
from the tubule wall toward the central lumen (modified from [158,159]).

Additional aspects should also be considered when evaluating the roles of BA and xenobiotic-
regulated signaling networks in male fertility outcomes because numerous drug transporters in the
testis have been described [160]. Although these protein transporters are best studied in cancer cells,
the cellular distribution of efflux and influx pumps in Sertoli and germ cells confers an exclusive
microenvironment at the apical compartment near the blood-testis barrier (BTB) for meiosis and
postmeiotic spermatid development upon spermiogenesis, with the renewal of undifferentiated
spermatogonial stem cells and their mitotic proliferation taking place outside of the BTB at the
basal compartment. By regulating the expression of drug transporters, all three NRs (FXRα, PXR,
and CAR) can moderate the passage of BAs and BA-derived metabolites, as well as of environmental
chemicals across the seminiferous epithelium to safeguard meiosis and spermiogenesis that occur in
the apical compartment [160,161]. Therefore, FXRα, PXR, or CAR -specific ligands might potentially
modulate the expression of drug transporters, suggesting the direct involvement of these NRs
in controlling the entry of endogenous and exogenous molecules (into intratubular Sertoli and
germ cells) through uptake transporters, or their elimination throughout efflux pumps. Moreover,
BA-induced down-regulation of adhesion proteins like N-cadherin and connexin 43 (CX43) was
shown to alter the BTB, leading to its disruption [162], making way for more BAs to access the apical
compartment and to induce male reproductive dysfunctions by amplifying germ cell degeneration.
As observed for male rat fed high-fat diets [163], it cannot be excluded that BA overload causes
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persistent alteration in the male germ cell epigenome with an impact on offspring, in accordance
with recent studies that have reported generational inheritance of metabolic defects in the offspring
of CA-fed fathers [164,165]. Unbiased whole-genome approaches should help to address how
BAs code transgenerationally-inherited traits, and complementary studies are still needed to tease
out the complex relationship between BAs, their receptors, and male germ cell-derived epigenetic
inheritance. This is a main issue to tackle since it would contribute to determining the mechanisms of
germline-dependent transmission for epigenetic information, as already noted for other environmental
contaminants (bisphenol analogs, phthalates, and organochloride pesticides) that recapitulate some
BA-induced injuries by acting as endocrine-disrupting compounds (EDC) and demonstrate a trend of
increasing testicular germ cell cancer (TGCC) [166].

In this context, the normal function of the BTB is to protect germinal cells against the infiltration
of harmful toxicants that can disrupt spermatogenesis. Also, it can act as an obstacle to chemotherapy
by impeding the delivery of chemotherapeutic drugs to the testis by pumping unwanted drugs out
to avoid harmful effects. From an oncological view, the regulation of ABC transporters (MDR1,
BCRP and MRP1) and OATP membrane transport proteins by BA/xenobiotic-activated NRs at
the human BTB might interfere with the ability of systemic chemotherapy to successfully treat
germ cell cancers within the testis [160,167,168]. The concentration of BAs and their metabolites
should thus be carefully assessed as well in patients undergoing cytotoxic chemotherapy with
cholestasis, since accumulation of BAs resulting from impaired bile flow may activate mechanisms
of tumor cell resistance to chemotherapy through the regulation of drug-metabolizing enzymes and
transporters. Although the increasing incidence of testicular germ cell cancers (TGCC) is, for the
most part, still unexplained, exposure to endogenous toxicants and environmental contaminants has
been suggested as one possibility, albeit with only limited evidence. In addition, other disorders of
male reproductive development such as impaired testosterone production, low spermatozoa count,
and infertility in adulthood are also associated with increased risk of TGCC [169,170]. It is thus
tempting to speculate about the different forms of clinical presentations of drug-induced liver injury in
malignant transformation by prolonged exposure to BAs in the testis with an impact on reproductive
functions and chemotherapy outcome.

5. Conclusions

The studies described herein depict a comprehensive overview that focuses on the organized
actions of BA and xenobiotic sensing NRs in regulating various physiological processes in addition
to drug metabolism and disposition. In this context, examples of crosstalks reveal that signaling
pathways controlling xenobiotic/drug metabolism are closely embedded within regulatory networks
governing BA homeostasis. Understanding the mechanisms that modulate BA synthesis and transport
under (patho)physiologic conditions thus represents a very challenging issue for the improvement of
therapeutic approaches for liver diseases with imbalanced bile flow. Within enterohepatic circulation,
BAs exert numerous functions, like facilitating intestinal lipid absorption, clearance of potentially
toxic molecules, and control of energy metabolism. Moreover, the differential roles of FXRα, PXR,
and CAR in cancers suggest that several mechanisms may be involved in BA/xenobiotic NRs-mediated
tumor growth or chemotherapeutic response. Mechanistic studies will be critical to thoroughly
understanding the role of these NRs in tumor progression or suppression, as well as in chemoresistance
or chemosensitivity. A comprehensive investigation of these BA and xenobiotic NRs is also need
to establish how these three sensing NRs might contribute, in different isoforms and alternative
spliced variants, to the regulation of male germ cell proliferation and differentiation with an impact
on fertility and TGCC incidence. As a first step, a specific pool of BA intermediates has been
characterized in the testis, indicating the possibility that BAs might affect testis development and
spermatogenesis, as supported in mice treated with Fxrα agonists which display testis alterations,
increased spermatogonial germ cells degeneration, and reduced fertility. In addition, an increasing
number of reports indicate that FXRα and both xenosensors PXR and CAR have an extensive presence
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in testes, suggesting a possible role of these receptors in the protection of germ cells against the
adverse effects of toxic BA byproducts or environmental contaminants such as bisphenol analogs,
phthalates, and organochloride pesticides. Discriminating the participation of FXRα, PXR, and CAR in
reproduction requires consideration of their interactions with specific ligands, as well as their crosstalks
in the coordination of endobiotic- and xenobiotic-detoxification systems. Decrypting the contribution
of BA and xenobiotic NRs, and their interactions in health and diseases, will advance the development
and expand the utilization of targeted small molecules to cure human metabolic disabilities. Still,
there are too few studies of this nature on the testis, and more research is needed to better understand
how BAs and xenobiotics can impact their development and function.
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Abbreviations

6-ECDCA 6α-ethyl-chenodeoxycholic acid (obeticholic acid)
ABC ATP-binding cassette transporter
ASBT apical sodium-dependent bile acid transporter
BA bile acid
BAAT bile acid CoA amino acid N-acetyltransferase
BACS bile acid CoA synthase
BPA bisphenol A
BSEP bile salt export pump
BTB blood-testis barrier
CA cholic acid
CAR constitutive androstane receptor
CDCA chenodeoxycholic acid
CITCO 6-(4-chloropheny)imidazo[2,1-b][1,3]thiazole-5-carbaldehyde-O-(3,4-dichlorobenzyl)oxime
Cx43 connexin 43
CYP cytochrome P450
DBD DNA-binding domain
DCA deoxycholic acid
DDI drug-drug interaction
DHCA dihydroxycholestanoic acid
DHEP diethylhexylphthalate
DNA desoxyribonucleic acid
DR direct repeat
ER everted repeat
EGF epidermal growth factor
ERK1/2 extracellular signal-regulated protein kinase 1/2
FGF fibroblast growth factor
FGFR4 fibroblast growth factor receptor 4
FXR farnesoid X receptor
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FXRE FXR response element
GPBAR1 G-protein coupled bile acid receptor 1
GST glutatione S transferase
HNF4α hepatocyte nuclear factor 4 α

IBABP ileal bile acid binding-protein
IBAT ileal bile acid transporter
ICP intrahepatic cholestasis of pregnancy
IR inverted repeat
JNK1/2 c-Jun N-terminal kinase 1/2
LBD ligand-binding domain
LCA lithocholic acid
LRH-1 liver receptor homolog-1
MDR multidrug resistance protein
MRP multidrug resistance-associated protein
NAFLD non-alcoholic fatty liver disease
NASH non-alcoholic steatohepatitis
NR nuclear receptor
NTCP sodium taurocholate cotransporting polypeptide
OATP organic anion transporting polypeptide
OSTα/β organic solute transporter α/β
PB phenobarbital
PBC primary biliary cirrhosis
PBREM phenobarbital-responsive enhancer module
PCN pregnenolone 16α-carbonitrile
PFIC progressive familial intrahepatic cholestasis
PLB polychlorinated biphenyls
PXR pregnane X receptor
RIF rifampicine
RXR retinoid X receptor
SHP small heterodimer partner
SULT2A1 sulfotransferase 2A1
TCPOBOP 1,4-Bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)] benzene
THCA trihydroxycholestanoic acid
TGCC testicular germ cell cancer
UDCA ursodeoxycholic acid
UGT2 uridine diphospho-glucuronosyltransferase family2
XREM xenobiotic responsive enhancer module
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A B S T R A C T

The bile acid receptor Farnesoid-X-Receptor alpha (FXRα), a member of the nuclear receptor superfamily, is well
known for its roles in the enterohepatic tract. In addition, FXRα regulates testicular physiology through the
control of both endocrine and exocrine functions. The endocrine function of the Leydig cells is mainly controlled
by the hypothalamo-pituitary axis viaLH/chorionic gonadotropin (CG). If FXRα was demonstrated to control the
expression of the Lhcgr gene, encoding the LH receptor; the impact of the LH/CG signaling on the Fxrα expression
has not been defined so far. Here, we demonstrate that hCG increases the Fxrα gene expression through the
protein kinase-A signaling pathway. Fxrα is then involved in a negative feedback of steroid synthesis. These data
improve our knowledge of the local control of the testicular steroidogenesis with the identification of the link
between the hypothalamo-pituitary axis and the FXRα signaling pathway.

1. Introduction

In the last years, it has been demonstrated that the nuclear receptor
Farnesoid-X-Receptor-α (FXRα; NR1H4) is expressed in testis from birth
to adulthood [1]. In early postnatal age, it has been described that
FXRα controls the establishment and the maintenance of the mouse
spermatogonial stem cell pool [2]. It was also described that FXRα is a
regulator of the endocrine function of the testis in pubertal and adult
male mice [3,4]. Indeed, it has been demonstrated that the activation of
the FXRα signaling pathways in Leydig cells, by administration of the
specific synthetic agonist GW4064, represses testosterone synthesis [5].
This repression of steroidogenesis results from the induction of the
expression of two nuclear receptors Shp (Small heterodimer partner;
NR0B2) and Dax-1 (dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia
critical region, on chromosome X, gene-1; NR0B1), two repressors of
steroidogenesis [6]. This critical role of FXRα signaling pathway on the
control of the testicular endocrine function is supported by the observed
phenotype induced by the exposure to bile acids (BA) at pubertal
period, a critical developmental window relying on testosterone levels
[6]. Indeed, pubertal bile acid exposure of male mice leads to altered
fertility associated with default in germ cell differentiation, which is
correlated with an increased rate of spermatocytes apoptosis. This later
is associated with a default in testosterone synthesis as demonstrated by
the rescue of the phenotype by exogenous testosterone administration

[6]. Recently, several studies highlight links between steroid home-
ostasis and FXRα, which was sustained by the combined impacts of
FXRα antagonist (namely stigmasterol) and estrogenic endocrine dis-
rupters (such as bisphenol-A) on testicular physiology [7].

The control of the Leydig cell functions, including steroidogenesis, is
mainly mediated by the hypothalamo-pituitary-gonadal axis via LH/
chorionic gonadotropin (CG) [8]. Interestingly, it has been demon-
strated that part of the action of FXRα is through the control of the
expression of the Lhcgr gene, encoding the LH receptor [6]. Ster-
oidogenesis is a complex process where cholesterol serves as the initial
substrate. The conversion of cholesterol to pregnenolone takes place
within mitochondria. The transport of cholesterol to the mitochondria
is ensured by the steroidogenic acute regulatory protein (StAR) [9] or
peripheral benzodiazepine receptor (translocator protein, TSPO)
[10,11]. Then, multiple enzymatic steps involving the cytochrome
P450-11A1 (Cytochrome P450, Family 11, Subfamily A, Polypeptide 1,
CYP11A1) [11], the 3β-hydroxy-steroid dehydrogenase (3βHSD) [12]
and the cytochrome P450-17A1 (Cytochrome P450, Family 17, Sub-
family A, Polypeptide 1, CYP17A1) lead to the production of testos-
terone [13].

The present study is focused on the analysis of how Fxrα expression
is regulated by the hypothalamo-pituitary (HP) axis and more parti-
cularly by hCG signaling pathway within the Leydig cells. In vivo
treatment with human chorionic gonadotropin (hCG) results in the
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increase of testicular Fxrα mRNA accumulation. In vitroapproaches,
using the mouse Leydig MA10 cell line, demonstrate the involvement of
protein kinase A (PKA) signaling pathways. This highlights the fact that
Fxrα is a critical regulator of Leydig homeostasis and thus of the tes-
ticular endocrine function.

2. Materials and methods

2.1. Animals

C57BL/6 J (Charles River, France) mice were housed in controlled

temperature rooms with 12 -h light, 12 -h dark cycles and had ad libi-
tumaccess to food and water.

Mice were injected intraperitoneally with hCG (5 IU, equivalent to
1.42mM; Sigma-Aldrich) diluted in NaCl 0.09%.

This study was conducted in accordance with current regulations
and standards approved by Institut National de la Santé et de la
Recherche Médicale Animal Care Committee.

2.2. Endocrine investigations

Progesterone was measured in the medium of MA10 cell culture,

Fig. 1. hCG increases Fxrα expression in testis.
A, Testicular mRNA accumulation of Fxrα and Star normalized to Actin mRNA levels in whole testes of adult C57BL/6 J treated with vehicle or 5-IU hCG for 12 h.
B, Intratesticular and plasma testosterone levels measured in adult C57BL/6 J treated with vehicle or 5-IU hCG for 12 h.
C, mRNA accumulation of Fxrα and Star normalized to Actin mRNA levels in testicular tubular and interstitial compartments of adult C57BL/6J treated with vehicle
or 5-IU hCG for 12 h.
In all panels, n= 12 per group and data are expressed as the mean ± SEM. Statistical analysis: #,*, p < .05; **, P < .01.
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and plasma and intratesticular testosterone was measured as previously
described using a commercial kit (ADI-900-011 & ADI-900-065- Enzo
Life Sciences) for the assays [14].

2.3. Real-time RT-PCR

RNAs from testis samples were isolated using TRIzol (Invitrogen
Corp). cDNA was synthesized from total RNA with the SuperScript II
First-Strand Synthesis System (Life Technologies) and random hexamer
primers. Real-time PCR measurement of individual cDNAs was per-
formed using SYBR green dye to measure duplex DNA formation with
the Eppendorf Realplex system. Sequences of the primers were given in
previous studies: Actin, Fxrα, Star, Hsd3b1, Shp and Dax-1 [2,14,15].
Standard curves were generated with pools of testis or MA10 cDNA
from different treatments. Results were analyzed using the delta-delta-
cycle threshold values method.

2.3.1. Interstitial cell enrichment
For the generation of data on enriched interstitial cells compared to

tubular preparations or whole testis samples, the methodology used
relies on mechanical and enzymatic processes for dissociating the
fractions. The interstitial enriched cells and tubular compartments were
generated as described in previous study [2]. Briefly, testes from 90-
day-old male mice were decapsulated and incubated for 20min at 33 °C
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)/Ham’s F12 (1:1),
transferrin (5 μg/ml), insulin (4 μg/ml) and vitamin E (0·2 μg/ml)
medium containing collagenase (0·8 mg/ml) (Life Technologies, In-
vitrogen, Cergy-Pontoise, France). Extracts were collected by cen-
trifugation for 10min at 200 g and the pellet was resuspended in fresh
medium. Following two successive sedimentations, the supernatant
containing the interstitial cells was centrifuged and the pellet was

suspended in fresh medium at a final concentration of 107 cells/ml.
The enrichment was established through the analysis of specific

markers. The mRNA expression pattern was characterized by low
mRNA accumulations of Fsh receptor (fshr: a Sertoli cell marker), and of
Plzf or Stra8 (markers of germ cell lineage); and high expression of
Leydig gene such as Lh receptor (lhcgr) in the interstitial cells; whereas
tubular compartment showed an opposite pattern, supporting the in-
terstitial enrichment of the samples (Figure Supplemental 1C).

2.4. Cell culture experiments

MA10 cells were previously used [14] and were maintained at 37 °C
in an atmosphere of 5% CO2 with Waymouth (Life Technologies) con-
taining 100-U/mL penicillin and 100-μg/mL streptomycin supple-
mented with 10% horse serum. On day 0, MA10 cells were seeded at
400× 103 cells per well in 6-well plates and allowed to adhere over-
night MA10 cells were transfected with small interfering RNA (siRNA)
using Jet Prime (Ozyme, Saint Quentin Yvelines, France) in six-well
plates (400,000 cells per well). The siRNA directed against Fxrα [2], as
well as control siRNA (siGfp) [16], was transfected at 5 ng per well.
When 48 h after the transfection had passed, cells were washed twice
with 1×PBS, and medium without serum was applied with various
ligands or vehicles. For hCG experiments, vehicle was NaCl 0.09%, for
forskolin (Fsk) (Sigma-Aldrich), 8-BromocAMP (8BrcAMP) (Sigma-Al-
drich), protein kinase A inhibitor H89 (H89) (Sigma-Aldrich), flutamide
(Sigma-Aldrich), R1881 (Sigma-Aldrich), Casodex or vehicle was di-
methylsulfoxyde (1:1000; Sigma-Aldrich).

Time after the hCG exposures, cells were washed twice with
1×PBS, and medium without serum was applied with (DMSO, 1/
1,000) or GW4064. Then, cells were harvested 4 h later, and mRNA
extractions were performed.

Fig. 2. hCG increases Fxrα expression in Leydig cells.
A, mRNA expression of Fxrα and Star normalized to 36b4 levels in MA10 Leydig cell line exposed to vehicle or hCG (from 0.0025 nM to 25 nM) over 24 h; n=12 per
group.
B, Relative progesterone levels in medium of MA10 cells exposed to vehicle or hCG (from 0.0025 nM to 25 nM) over 24 h; n=12 per group.
C, mRNA expression of Fxrα and Star normalized to 36b4 levels in MA10 Leydig cells exposed to vehicle or hCG (0.25 nM) for 2, 4, 6, 10 or 24 h.
D, Relative progesterone levels in medium of MA10 cells exposed to vehicle or hCG (0.25 nM) for 2, 4, 6, 10 or 24 h.
In all of the panels, n= 12 per group (3–4 Independent experiments) data are expressed as the mean ± SEM. Statistical analysis: *, P < .05; **, P < .01. *:
compared to vehicle treated group; #: compared to 2 h hCG treated group.
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3. Results and discussion

3.1. hCG increases Fxrα expression in vivo

To better define in vivo the potential links between FXRα and the
hCG signaling pathways, we first analyzed the impact of hCG treatment
on Fxrα mRNA expression. Twelve hours of treatment with 5 IU of hCG
resulted in a significant increase in Fxrα mRNA accumulation in 3
months old adult mouse testis (Fig. 1A) Moreover, we show that the
increase of the Fxrα mRNA accumulation by hCG exposure was also
observed at pubertal age (20-days old male mice), a critical develop-
mental window regarding the establishment of the Leydig cell home-
ostasis (Supplemental Fig. 1A). Note that at both ages, as expected, Star
mRNA accumulation (Fig. 1A & Supplemental Fig. 1A) and both intra-
testicular and plasma testosterone levels (Fig. 1B & Supplemental
Fig. 1B) were increased following treatment with hCG.

In addition as expected, both plasma and intra-testicular testos-
terone were higher in adult mice than in pubertal animals. In that line
the respective means of plasma levels were of 20 ng/ml in adult and
1 ng/ml in pubertal mice. Regarding intra-testicular testosterone mean
of concentrations were of 3000 ng/mg in adult and 24 ng/mg in pub-
ertal mice.

If FXRα signaling alters Leydig, Sertoli and germ cell physiologies
[2,14,15], in adult mice FXRα is mainly expressed in Leydig cells and to
a lesser extent in spermatogonia [2,6]. To ensure that hCG signaling
alters the Fxrα mRNA accumulation within Leydig cells, we have per-
formed the analysis of the Fxrα mRNA accumulation in enriched in-
terstitial and tubular populations isolated from vehicle or hCG exposed
adult male mice. As expected [5], data confirmed that Fxrα mRNA is
mainly accumulated in interstitial compartment (Fig. 1C), where its
expression is significantly up-regulated by the hCG signaling pathway.

If previous studies [6] have identified the impact of FXRα signaling
on the expression of Lhcgr gene, the present data support the hypothesis
of a crosstalk in the other way round.

3.2. hCG increases Fxrα expression in Leydig cells

To confirm the above-mentioned data of the regulation of the Fxrα
expression by hCG, the main regulator of Leydig cell function, we used
the well-characterized mouse MA10 Leydig cell line. Fxrα mRNA ac-
cumulation was increased after hCG exposure since the dose of 0.25 ng
(Fig. 2A). Interestingly, the progesterone levels were increased since
this same dose of 0.25 ng (Fig. 2B). The effect of hCG on Fxrα accu-
mulation was observed since 2 h and up to 24 h after treatment

Fig. 3. Fxrα regulation by hCG involves cAMP-PKA signaling pathway.
A, mRNA expression of Fxrα and Star normalized to 36b4 levels in MA10 Leydig cells exposed to vehicle or Fsk (from 2.5 μM to 10 μM) over 4 h.
B, mRNA expression of Fxrα and Star normalized to 36b4 levels in MA10 Leydig cell line exposed to vehicle or Fsk (5 μM) for 2, 4, 6, or 8 h.
C, Relative progesterone levels in medium of MA10 cells exposed to vehicle or Fsk (from 2.5 μM to 10 μM) over 4 h or in medium of MA10 cells exposed to
vehicle or Fsk (5 μM) for 2, 4, 6 or 8 h. *: compared to vehicle treated group; #: compared to 6 h Fsk treated group.
D, mRNA expression of Fxrα and Star normalized to 36b4 levels in MA10 Leydig cell line exposed to vehicle or 8BrcAMP (50, 100 or 200 μM) over 4 h.
E, mRNA expression of Fxrα and Star normalized to 36b4 levels in MA10 Leydig cells pretreated with H89 for 2 h and then treated with vehicle or hCG (0.25 nM) for
4 h.
F, Relative progesterone levels in medium of MA10 cells exposed pretreated with H89 for 2 h and then treated with vehicle or hCG (0.25 nM) for 4 h.
In all panels, n= 12 per group and data are expressed as the mean ± SEM. Statistical analysis: *, p < .05; **, P < .01.
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(Fig. 2C). As expected, Star mRNA accumulation was positively regu-
lated by hCG (Fig. 2A & C). Interestingly, the progesterone levels were
increased since 2 h and then significantly decreased significantly after
12 h (Fig. 2D).

3.3. Fxrα regulation by hCG involves cAMP-PKA signaling pathway

In order to decipher the downstream signaling pathways induced by
the LH/CG receptor, we used the adenylate cyclase activator, Forskolin
(Fsk) in in vitro experiment using MA10 Leydig cell line through dose
and time experimental approaches. Results show that Fsk induced the
Fxrα mRNA accumulation at 2.5 μM since 2 h of treatment (Fig. 3 A and
B). As expected, Star mRNA accumulation was increased after exposure
to Fsk (Fig. 3A and B). As expected the progesterone level was increased
since the lowest dose used. The increased was seen after 2 h of treat-
ment and then slightly decreased at 8 h after exposure (Fig. 3C).

The involvement of cAMP pathway was confirmed using 8BrcAMP
(Fig. 3D). Treatment for 4 h with 8BrcAMP resulted in induction of Fxrα
and of Star mRNA accumulations (Fig. 3D). In Leydig cells, PKA
pathway plays an important role in the control of steroidogenesis. To
define whether PKA was involved in Fxrα regulation by cAMP, we used
a pharmacological inhibitor of PKA, namely H89. Pretreatment with
H89 abolished the effect of hCG on Fxrα mRNA accumulation (Fig. 3E).
As expected the treatment with H89 limits the impact of hCG on pro-
gesterone synthesis (Fig. 3F). If previous data [14] suggest that the

FXRα signaling pathway might be a regulator of the hCG stimulated
testicular steroidogenesis; the present data validate the interaction in
the opposite way. This highlights new molecular mechanisms of the
interactions between FXRα signaling pathway and the hypothalamo-
pituitary axis. This is of importance as the Leydig cell functions, in-
cluding steroidogenesis, control the initiation of sexual maturation and
germ cell survival at adulthood [17].

3.4. hCG regulation of FXRα expression is not mediated through
testosterone or progresterone

Consistently with the increase of progesterone levels since 2 -hs
after hCG exposure in vitro and the increase of testosterone in vivo fol-
lowing hCG administration, one might have think that the effect of hCG
on Fxrα mRNA levels could be due to the progesterone or testosterone
respectively synthesized in MA-10 cells or in Leydig cells (in vivo). To
answer this question, we performed experiments using progesterone or
testosterone exposures (Fig. 4). Data showed that in MA10 cell line, the
expression of Fxrα was not regulated following administration of pro-
gesterone or testosterone (Fig. 4A & B). These data were confirmed
using the androgen receptor (AR) synthetic agonist R1881. Indeed, no
impact on Fxrα mRNA accumulation was observed following 2 or 4 h of
R1881 administration (Fig. 4C). In addition, the inhibition of AR
through the use of AR antagonist, namely flutamide, did not impact the
Fxrα expression in vitro (Fig. 4D).

Fig. 4. Fxrα expression is not affected by testosterone or progresterone signaling.
A, mRNA expression of Fxrα and Star normalized to 36b4 levels in MA10 Leydig cells exposed 2 or 4 h to vehicle or progesterone (at 10−6 or 10-7M).
B, mRNA expression of Fxrα and Star normalized to 36b4 levels in MA10 Leydig cells exposed 2 or 4 h to vehicle or testosterone (at 10−8 or 10-9M).
C, mRNA expression of Fxrα and Star normalized to 36b4 levels in MA10 Leydig cells exposed 2 or 4 h to vehicle or R1881 (at10−6M).
D, mRNA expression of Fxrα and Star normalized to 36b4 levels in MA10 Leydig cells exposed 2 or 4 h to vehicle or flutamide (at 10−7M).
E, mRNA expression of Fxrα and Star normalized to 36b4 levels in interstitial cells of testis of mice exposed for 12 h to vehicle or testosterone (200μg/mice).
F, mRNA expression of Fxrα and Star normalized to 36b4 levels in interstitial cells of testis of mice exposed for 12 h to vehicle or flutamide (40mg/kg/mice).
For experiments on MA10 cells, n= 12 per group and data are expressed as the mean ± SEM. Statistical analysis: *, p < .05; **, P < .01.
For experiments on mice, n= 5–6 per group and data are expressed as the mean ± SEM. Statistical analysis: *, p < .05; **, P < .01.
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We next performed in vivo experiments using exposure to testos-
terone or flutamide. If testosterone led to a decrease of Star mRNA
accumulation, no effect was observed on Fxrα expression (Fig. 4E).
Consistent with the lack of impact of androgen pathway on Fxrα ex-
pression, no effect of flutamide was observed on Star or Fxrα expression
(Fig. 4F).

To decipher more precisely the potential links between the hCG-
induced steroid production and the following regulation of the Fxrα
expression; we next have tested the potential impact of the inhibition of
the androgen pathway on the response to hCG both in vitro (MA10 cells)
and in vivo. Data showed that in vitro inhibition of the androgen re-
ceptor by flutamide did not interact with the impact of hCG on Fxrα
expression (Fig. 5A). These data were consistent with those obtained for
Star mRNA accumulation and progesterone levels (Fig. 5A & B). These
observations were confirmed using Casodex another AR antagonist
(Fig. 5C & D).

However, surprising data showed that in vivo, flutamide counter-
acted in part the effect of hCG on Star and Fxrα mRNA accumulations
(Fig. 5E). These data were supported by the results obtained for intra-
testicular testosterone levels (Fig. 5F). These data suggest that the im-
pacts of flutamide exposure through AR inhibition might somehow
impact the hCG signaling pathway. This hypothesis was supported by

the fact that flutamide led to a decrease of the mRNA accumulation of
Lhcgr (Fig. 5G). Interestingly, it could be explained that flutamide
counteract the impact of hCG as both molecules synergistically impact
the mRNA accumulation of the Lhcgr gene (Fig. 5G).

3.5. hCG stimulation sensitizes MA10 cells to FXRα agonist exposure

So far there is only few data supporting the role of the “backword”
of hCG signaling on FXRalpha receptor. We have hypothesized that the
activation of FXRα might participate to a negative control of the in-
duction of hCG-induced steroidogenesis in order to avoid a sustained
hyper-steroidogenesis. This is a possible hypothesis as steroid produc-
tion will decrease at a certain time following hCG induction as seen in
vitro in MA10 cells where the levels of progesterone will significantly
decrease 12 h after hCG exposure (Fig. 2C). To analyze such hypothesis,
we have performed on MA-10 cells a kind of time dependent experi-
ment that supports the idea of a feedback control. We first have ana-
lyzed the consequences of the exposure to FXRα agonist namely
GW4064. This later has been described to be an inhibitor of testicular
steroidogenesis [5]. We have validated this in the MA10 Leydig cell line
where the impact of 12-hs exposure to GW4064 was mediated by FXRα
as supported by the fact that the use of a siRNA directed against Fxrα

Fig. 5. hCG regulation of Fxrα expression is not mediated through androgen signaling in vitro.
A, mRNA expression of Fxrα and Star normalized to 36b4 levels in MA10 Leydig cells exposed 12 h with veh or hCG and then 4 h to vehicle or flutamide.
B, Relative progesterone levels in medium of MA10 cells exposed 12 h with veh or hCG and then 4 h to vehicle or flutamide.
C, mRNA expression of Fxrα and Star normalized to 36b4 levels in MA10 Leydig cells exposed 12 h with veh or hCG and then 4 h to vehicle or Casodex.
D, Relative progesterone levels in medium of MA10 cells exposed 12 h with veh or hCG and then 4 h to vehicle or Casodex.
E, mRNA expression of Fxrα and Star normalized to 36b4 levels in interstitial cells of testis of mice exposed for 12 h with vehicle, hCG, flutamide or hCG+ flutamide.
F, Relative intratesticular levels of testosterone in mice exposed for 12 h with vehicle, hCG, flutamide or hCG+ flutamide.
G, mRNA expression of Lhcgr normalized to 36b4 levels in interstitial cells of testis of mice exposed for 12 h with vehicle, hCG, flutamide or hCG+ flutamide.
For experiments on MA10 cells, n= 12 per group and data are expressed as the mean ± SEM. Statistical analysis: *, p < .05; **, P < .01.
For experiments on mice, n= 5–6 per group and data are expressed as the mean ± SEM. Statistical analysis: *, p < .05; **, P < .01. *: compared to vehicle
treated group; #: compared to hCG treated group.
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abolished the effect of GW4064 on Star, Hsd3b1, Shp and Dax-1 mRNA
accumulations (Supplemental Fig. 2). To define the impact of hCG on
FXRα activity, the MA10 cells were pre-treated with hCG for 6 or 12 h
in order to induce the FXRα expression and then cells were exposed to
GW4064 for 2 or 4 h. Data demonstrated that no combined effect of
GW4064 and hCG was observed after 6 h of hCG on Star and Shp mRNA
accumulation (Supplemental Fig. 3). In contrast, after 12 h of hCG
treatment exposure to GW4064 acted in a most potent manner than
when administrated alone on many gene expressions (Fig. 6). This
might reflect the necessity to have a production of FXRα protein. Data
showed that the pre-treatment to hCG led to an enhanced response to
GW4064 since 2 h of treatment (Fig. 6A). Indeed, after 2 or 4 h of
treatment with GW4064, the fold induction of Shp and Dax-1 in the
hCG-GW4064 treated cells were greater compared to GW4064. In that
line, a significant decrease of Star and Hsd3b1 mRNA was observed in
the hCG/GW4064 treated group compared to GW4064 alone (Fig. 6A &
B). Consistent with the above results, following the 12-hs treatment of
hCG, exposures to GW4064 (2 or 4 h) hours led to a complete abroga-
tion of the elevated progesterone levels compared to hCG treated cells
returning to levels comparable to the vehicle treated cells (Fig. 6C).
These data are of interest as it has been demonstrated that 12 h after
hCG exposure the level of steroids are decreasing (Fig. 2C). This kinetic

is of interest as it is consistent with the fact that cells will be sensitive to
FXRα agonist in the same timeframe. Interestingly, these effects on the
mRNA accumulations of Star, Hsd3b1 and Shp as well as on steroid
production were abolished by a siRNA directed against Fxrα
(Fig. 7A–D). Surprisingly, the cells transfected with the siRNA directed
against Fxrα did not show increased of progesterone levels in response
to hCG. Combined these data reinforce the links between FXRα sig-
naling pathways and steroid metabolism [18]. We demonstrate that
FXRα acts in a negative feedback of steroid synthesis following hCG
exposure. This is crucial as endocrine homeostasis is a critical physio-
logical process, as alteration could lead to various diseases.

4. Conclusion

The present data show that hCG through the PKA signaling pathway
regulates the expression of the Fxrα gene. The effect is not due to the
subsequent steroid production induced by LH as demonstrated by the
experiments using testosterone, R1881, flutamide or casodex. It has to
be noticed that experiments were performed with low dose of hCG
(0.25 nM). In addition, experiments were performed in condition of
serum starvation, to avoid interference of serum with BA signaling
pathways, and measurement of steroid synthesis was perform at least

Fig. 6. hCG stimulation sensitizes MA10 cells to FXRα agonist exposure.
A, mRNA expression of Star, Hsd3b1, Shp and Dax-1 normalized to β-actin levels in MA10 cells pre-treated 12 h with vehicle or hCG and then 2 h with vehicle or
GW4064.
B, mRNA expression of Star, Hsd3b1, Shp and Dax-1 normalized to β-actin levels in MA10 cells pre-treated 12 h with vehicle or hCG and then 4 h with vehicle or
GW4064.
C, Relative progesterone levels in medium of MA10 cells pre-treated 12 h with vehicle or hCG and then 2 or 4 h with vehicle or GW4064.
In all panels, n= 12 per group and data are expressed as the mean ± SEM. Statistical analysis: * and #, p < .05. *: compared to vehicle group; #: compared to hCG
group.
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18–25 h following hCG exposure, combined this might explain in part
the low basal levels of progesterone and the slight increase following
hCG exposure.

In conclusion, the present work confirms the links between FXRα
and the efficiency of the testicular endocrine function. This point has
been sustained in the last decades with the large impact of endocrine
disrupters on animal and human health [19]. It is interesting to note
that critical collaborative links have been made between FXRα sig-
naling pathways and exposure to estrogenic endocrine disrupters such
as bisphenol-A [7].

In conclusion, this work support the idea of a complex crosstalk
between FXRα and the LH/CG signaling pathways in order to strictly
regulate the Leydig cell homeostasis and particularly the steroid
synthesis. Our work allowed us to define molecular interactions. We
previously showed [14] that LH signaling, through the regulation of the
steroidogenic factor one (SF-1; NR5A1), the liver receptor homolog-1
(LRH-1; NR5A2) and CREB activities and in the meantime the lower
expression of Shp and Dax-1 resulting in the expected regulation of
steroidogenesis. Here our data demonstrate that LH/CG induces the
expression of FXRα in a sustained time frame (from 2 to 24 h). This

impact sensitizes the Leydig cells to FXRα agonist, that counteract the
increase of steroid synthesis due to hCG exposure. This thus conducts to
a subsequent decrease of the synthesis of steroids. These data suggest
that this regulation of FXRα by LH might reflect a negative feedback to
regulate Leydig endocrine function.

So far, there is only few data supporting the role of the back-word of
LH on FXRalpha receptor. The time course experiments performed on
MA10 cells show that the initial effect of hCG is first seen on ster-
oidogenic genes, and the regulation of the Fxrα mRNA accumulation is
associated to the impact FXRα signaling 12 h after hCG induction.
These data support the idea of a feedback control to avoid a sustained
hyper-steroidogenesis.

The present paper is mainly focused on the regulation of the Fxrα
gene by LH signaling pathways within the Leydig cells. The data clearly
highlight the crosstalk between both pathways. Even though it was not
analyzed in the present paper, it has been demonstrated that in the
context of some liver diseases, BA could have impact on the hypotha-
lamus and thus on LH and FSH production by the pituitary. Thus further
data using transgenic mouse models will be needed to better define the
complete crosstalk mechanisms at the hypothalamus/pituitary levels

Fig. 7. hCG stimulation sensitizes MA10 cells to FXRα agonist exposure.
A,mRNA expression of Star, Hsd3b1 and Shp normalized to β-actin levels in MA10 cells transfected with a siGfp or a siRNA directed against Fxrα pre-treated 12 h with
vehicle or hCG and then 2 h with veh or GW4064.
B,mRNA expression of Star, Hsd3b1 and Shp normalized to β-actin levels in MA10 cells transfected with a siGfp or a siRNA directed against Fxrα pre-treated 12 h with
vehicle or hCG and then 4 h with veh or GW4064.
C, Relative progesterone levels in medium of MA10 cells transfected with a siGfp or a siRNA directed against Fxrα pre-treated 12 h with vehicle or hCG and then 2 h
with veh or GW4064.
D, Relative progesterone levels in medium of MA10 cells transfected with a siGfp or a siRNA directed against Fxrα pre-treated 12 h with vehicle or hCG and then 4 h
with veh or GW4064.
In all panels, n= 12 from 3 independent experiments. Data are expressed as the means ± SEM. Statistical analysis: #; *, p < 0.05; **, p < 0.01, ***, p < 0.005 vs.
respective control group.
*Compared to vehicle group; #: compared to hCG group.
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that could lead to an alteration of the hypothalamo-pituitary-gonadal
axis and in turn the alteration of testicular physiology and particularly
steroid synthesis.

Combined with previous data on the links between the FXRα sig-
naling and the estrogenic endocrine disrupters; the present data define
FXRα as a critical actor to explore in more details in order to increase
our knowledge of pathologies associated with altered testicular endo-
crine function such as fertility disorders.
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A B S T R A C T   

The hypothalamic-pituitary axis exert a major control over endocrine and exocrine testicular functions. The 
hypothalamic-pituitary axis corresponds to a cascade with the Gonadotropin Releasing Hormone secreted by the 
hypothalamus, which stimulates the synthesis and the release of Luteinizing Hormone (LH) and Follicle Stim-
ulating Hormone by the gonadotropic cells of the anterior pituitary. The LH signaling pathway controls the 
steroidogenic activity of the Leydig cells via the activation of the luteinizing hormone/choriogonadotropin re-
ceptor. In order to avoid a runaway system, sex steroids exert a negative feedback within hypothalamus and 
pituitary. Testicular steroidogenesis is locally controlled within Leydig cells. The present work reviews some 
local regulations of steroidogenesis within the Leydig cells focusing mainly on the roles of the Farnesoid-X- 
Receptor-alpha and its interactions with several orphan members of the nuclear receptor superfamily. Further 
studies are required to reinforce our knowledge of the regulation of testicular endocrine function, which is 
necessary to ensure a better understanding of fertility disorders and then proposed an adequate treatment of the 
diseases.   

1. Introduction 

1.1. The hypothalamo-pituitary-gonad axis 

The hypothalamic-pituitary axis has major role on the control of 
testicular steroidogenesis. The hypothalamo-pituitary-testicular axis 
(HPT axis) is a neuro-endocrine regulatory circuit, with feedback loops 
(Kaprara and Huhtaniemi, 2018; Plant, 2015). Specific hypothalamic 
nuclei synthesize the Gonadotropin releasing hormone (GnRH). This 
later via the activation of a G-protein-coupled receptor stimulates the 
synthesis and release of luteinizing hormone (LH) and follicle stimu-
lating hormone (FSH) by gonadotropic cells of the anterior pituitary 
gland. 

Within the hypothalamus, the release of GnRH is pulsatile or by 
surge. It regulates the pulsatile secretion of the gonadotrophins; which 
are secreted in a pulsatile manner by the anterior pituitary (Kaprara and 
Huhtaniemi, 2018; Plant, 2015). In obese men, probably through excess 
of estrogen or the increased insulin resistance, LH pulse amplitude is 
diminished, explaining the central origin of hypogonadism (Gurung 
et al., 2020; Sen and Hoffmann, 2020; Vermeulen, 1996). 

LH acts directly on Leydig cells to control their steroidogenic activity 

via the activation of the luteinizing hormone/choriogonadotropin re-
ceptor, LHCGR. In return, sex steroids exert central negative feedback on 
their own synthesis. 

In adult, the Leydig cells constitute only 5% of somatic cells of testis 
(Kerr, 1991). These cells support part of the endocrine function of the 
testis through the production of androgens, mainly testosterone (Jin and 
Yang, 2014). Testis also produces other hormones such as estrogen and 
progesterone. Maintenance of an adequate concentration of 
intra-testicular testosterone is essential for testicular function, especially 
for spermatogenesis (Woolveridge et al., 1998). 

LH/hCG signaling pathway is the main regulator of Leydig cells 
functions. Through its receptor Lhcgr, the LH/CG activates the adenylate 
cyclase, which will stimulate cAMP pathway. This results in the phos-
phorylation of the C-AMP Response Element-binding protein (CREB). 
The phospho-CREB binds to CRE elements in the promoter regions of 
steroidogenic genes and activation of cholesterol ester hydroxylase 
(Stocco et al., 2005). Numerous factors have also been identified to be 
involved in this response to LH such as Ca+2 dependent kinase system 
MAPK pathways, glucocorticoids, inflammatory cytokines, prolactin, 
transforming growth factors β (TGFβ), Insulin growth factor-1 (IGF-1), 
Epidermal growth factor (EGF), factors, as well as sex steroids (Dufau 
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and Catt, 1978; Manna et al., 2006; Tajima et al., 2005). LH also mod-
ulates the cholesterol homeostasis. Free cholesterol, the substrate for 
steroidogenesis, is transferred to the inner membrane of mitochondria. 
In addition, chronic LH stimulation controls expression of other enzymes 
involved in steroid synthesis (Payne and Youngblood, 1995; Wang et al., 
2009). 

Sex steroid hormones share a common biosynthesis pathway. The 
synthesis of steroids by the Leydig cells is a complex and muti-step 
process. The steroids are produced from cholesterol. Leydig cells are 
able to de novo produce cholesterol or can also use stored cholesterol 
ester to ensure steroidogenesis function. A recent study shows that the 
plasma membrane is one of the richest source of free cholesterol avail-
able for acute steroidogenesis (Venugopal et al., 2016). To ensure the 
production of steroids, Leydig cells also import cholesterol from circu-
lating HDL (Hou et al., 1990). In that line, the homeostasis of Leydig 
cells involved factors of cholesterol homeostasis such as HMG-CoA 
reductase, HSL, and ACAT (Kabbaj et al., 2003, 2001). 

The initiation of steroidogenesis, requires the transport of cholesterol 
from the outer mitochondrial membrane to the inner membrane. This 
limiting step is mainly ensured by the Steroidogenic Acute Regulatory 
protein (STAR) (D M Stocco, 2000). Mice lacking Star present gonadal 
insufficiencies due to steroidogenesis defects associated with lipid 
accumulation in the interstitial compartment (Caron et al., 1997). 
Recently, using a mitochondrial reconstitution assay system, it has been 
shown that SNAREproteins (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor 
Attachment protein REceptor) are vital components contributing to 
cholesterol transport within the mitochondria (Lin et al., 2016). The 
mitochondrial transport of cholesterol could also be made by the 
peripheral-type benzodiazepine receptor (Pbr) (Papadopoulos et al., 
2006). Then, the steroid biosynthesis involves the oxidative cleavage of 
the side-chain of cholesterol by cholesterol side-chain cleavage enzyme 
(cytochrome P450scc, CYP11A1), a mitochondrial cytochromeP450 
oxidase, to give pregnenolone (Hu et al., 2004). Pregnenolone is con-
verted to testosterone through two pathways called Delta 4 (Δ4) and 
Delta 5 (Δ5) (Conley and Bird, 1997). The Delta 4 (Δ4) pathway in-
volves conversion of pregnenolone to progesterone by the 3β-Hydrox-
ysteroid Dehydrogenase (3βHSD). The cytochrome 
P45017α-hydroxylase/17,20 lyase (CYP17A1) converts the progester-
one in androstenedione, which is the substrate of the 17β-hydroxyste-
roid dehydrogenase enzyme (17βHSD) giving rise to testosterone. The 
Delta 5 (Δ5) pathway is initiated by the CYP17A1 enzyme, that allows 
the conversion of pregnenolone to dehydroepiandrosterone (DHEA). 
Then, 17-βHSD and 3βHSD enzymes ensure its conversion into andros-
tenediol or androstenedione, and testosterone. The 3βHSD enzyme is 
responsible for the switch from Δ5 to Δ4 pathway. In primates including 
humans, the Δ5 pathway predominates because CYP17A1 enzyme has a 
low activity 17, 20 lyase for the conversion of 17α-hydroxyprogesterone 
to androstenedione (Hammar and Petersson, 1986; Rey et al., 1995). 
Then multiple enzymatic reactions allow the production of testosterone, 
which will then be transformed into dihydrotestosterone (DHT) by the 
5α-reductase, or into estradiol (E2) by the aromatase. 

Sexual steroids are involved in the maintenance of fertility and the 
development of secondary sexual characters (for review (Haider, 
2004):) through the regulation of multiple functions within the testis. 
The critical role of the steroid synthesis pathway has been demonstrated 
using transgenic mouse models and through the identification of mu-
tations in humans. For examples, mice lacking Star gene exhibit defec-
tive steroidogenesis, which is associated gonadal insufficiencies (Caron 
et al., 1997; Clark and Cochrum, 2007; D. M. Stocco, 2000). Mutations 
are described in human and are associated lipoid congenital adrenal 
hyperplasia (Bose et al., 1997; Ishii et al., 2019). 

The sexual steroids control many functions that all converge, within 
the testis, to the regulation spermatozoa production. Spermatogenesis is 
strictly controlled and depends on a succession of signals provided by 
the local environment (Jégou, 1993; Mäkelä and Hobbs, 2019; O’Don-
nell, 2014; Skinner et al., 1991; Zhou et al., 2019). The review of the 

roles of sexual steroids within the testis and mainly on Leydig cells are 
not the aim of this review and for a complete overview, please read the 
following references (Edelsztein and Rey, 2019; Guercio et al., 2020; 
Gurung et al., 2020; Hess and Cooke, 2018; O’Hara and Smith, 2015). In 
addition, in the recent decades, numerous data have demonstrated the 
deleterious effects of endocrine disruptors with estrogenic or 
anti-androgenic activities on steroid homeostasis and thus on abnormal 
sperm leading to fertility disorders via the modulation of the steroid 
receptors (Ben Maamar et al., 2015; Casati et al., 2015; Sharma et al., 
2017). 

1.2. A Farnesoid-X-Receptor alpha associated regulatory network in 
leydig cells 

The nuclear receptor superfamily corresponds to transcriptional 
factors. In animal, nuclear receptors (NR) represent one of the most 
abundant classes of transcription factors. In response to ligand, NRs bind 
specific DNA sequences within the 5′-regulatory sequences of target 
genes and the recruit diverse transcriptional co-regulators. The activities 
of this protein complex modulate the structure of the chromatin and 
then lead to the transactivation or trans-repression of target genes. It is 
well defined that nuclear receptors, through the control of networks of 
target genes, control numerous physiological processes such as meta-
bolism, inflammation and reproduction. In that line, abnormal functions 
of these NR signaling pathways can lead to the development of diverse 
diseases such as metabolic disorders, cancers or fertility disorders. 

In the paragraphs below, we focus on the Farnesol-X-Receptor and its 
interactions with some other orphan members of the NR superfamily 
that have been defined over the last decades to control Leydig cell 
endocrine function. Here, the aim of this review is to highlight the roles 
of FXRα dependent network involved, within the Leydig cells, in a local 
regulation of steroid synthesis. 

Farnesoid-X-Receptor alpha (FXRα; NR1H4) is expressed in many 
tissues and have been associated with the regulation of many physio-
logical functions. Within the adult testis, FXRα is expressed in the 
interstitial space and mainly in Leydig cells (Volle et al., 2007a) sug-
gesting its participation in the control of testicular steroids synthesis. It 
has been demonstrated that FXRα activation by a synthetic agonist 
(GW4064) results in a decrease of androgen production, independently 
of the hypothalamo-pituitary axis. This was associated with a decreased 
expression of steroidogenic genes encoding the steroidogenic acute 
regulatory protein (Star), the cytochrome Cyp11a1 or the 3β-Hydrox-
ysteroid dehydrogenase/Δ 5-4 isomerase (3β-Hsd) (Volle et al., 2007a). 
The role FXRα in the inhibition of the steroidogenesis was also observed 
in boar traint (Gray and Squires, 2013). 

At the molecular level, it has been demonstrated that FXRα acts in an 
indirect manner. Indeed, activation of FXRα in Leydig cells leads to the 
transcription of the gene encoding the orphan nuclear receptor Small 
Heterodimer Partner (SHP; NR0B2); which acts as a trans-repressor of 
transcription. SHP lacks the classical DNA-binding domain (DBD) (Seol 
et al., 1996). SHP is known to act as a negative regulator of transcription 
through the interactions to other nuclear receptors and the recruitment 
of co-repressors or histone methyltransferases (Båvner et al., 2005). 

Within Leydig cells, SHP represses the expression of the steroido-
genic genes such as Star, Cyp11a1 and 3βhsd since puberty and in adult 
mice (Volle et al., 2007a). It has been clearly shown that SHP acts as a 
local regulator of testicular steroidogenesis as no modulation of LH 
concentrations are observed in SHP KO male mice. It has been demon-
strated that in Leydig cells, SHP acts through the inhibition of the 
expression of two positive regulators of steroidogenesis, which are 
members of the nuclear receptor superfamily; the Steroidogenic Factor-1 
(SF-1, NR5A1) and the Liver Receptor Homolog − 1 (LRH-1; NR5A2) 
(Volle et al., 2007a). In addition, SHP was also demonstrated, at the 
molecular level, to inhibit the activity of LRH-1 on the promoter of 
steroidogenic genes such as Star (Volle et al., 2007a). The impacts of 
SHP on the expressions/activities of these two nuclear receptors are 
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important to understand its roles in the control of steroidogenesis. 
In testis, Sf-1 is highly expressed in many cells among which mature 

Leydig cells; where it directly controls the expression of steroidogenic 
genes in collaboration with many transcription factor such as phospho- 
CREB, NR4A1, GATA4, SP1, cJUN and C/EBPβ, (Abdou et al., 2016; 
Martin and Tremblay, 2010). In addition, SF1 is involved in the control 
of steroidogenesis through the regulation of other cellular processed. In 
Leydig cells, SF-1 controls many aspects of cholesterol homeostasis. It 
regulates the expression of the scavenger receptor, class B, type I 
(SR-BI), which is critical for the uptake of plasma cholesterol (Cao et al., 
1999). SF-1 seems to control de novo synthesis of cholesterol through the 
regulation of the HMGCoA synthase (Mascaró et al., 2000). Moreover, a 
recent study using genome-wide analysis identified Ferredoxin reduc-
tase (FDXR, also known as adrenodoxin reductase) as a SF-1 target gene 
(Imamichi et al., 2014). FDXR is a mitochondrial flavoprotein respon-
sible for the transfers electrons from NADPH to mitochondrial cyto-
chrome P450 enzymes, mediating the function of an iron-sulfur cluster 
protein, ferredoxin. This is critical for many processes including ste-
roidogenesis. In addition, it has been hypothesized that stem cell 
transplantation could be method for the treatment of Leydig cell 
dysfunction-related diseases (Shima et al., 2018). At least in vitro, the 
expression of the aromatase gene and in turn of estrogen levels is 
controlled by FXRα (Catalano et al., 2010). The mechanism proposed is 
direct as it has been demonstrated that FXRα competes SF1 for the 
accessibility to DNA regulatory sequences. 

Next to SF1, with the Leyddig cells, the FXRα target SHP controls the 
expression and the activity of LRH-1. LRH-1 shows a high degree of 
sequence conservation with SF1, and thus binds to the same hexameric 
response elements of the regulatory sequences of their direct target 
genes. Thus they regulate similar functions. In the adult testis, LRH-1 
was found to be expressed in germ cells as well as in Leydig cells (Sir-
ianni et al., 2002; Volle et al., 2007a). LRH-1 is thought to modulate 
steroidogenesis, as next to SF-1, most of steroidogenic genes are up 
regulated by LRH-1 (Sirianni et al., 2002; Wang et al., 2001b). In vitro 
data demonstrate that LRH-1 controls the expression of the aromatase 
gene (Sierens et al., 2010). In vivo, the Lrh-1+/− males show altered 
testicular steroidogenesis (Volle et al., 2007a). 

In addition, SHP has been previously described to interact and 
inhibit the Liver X Receptor alpha (LXRα; NR1H3), a receptor of oxy-
sterols (Macchiarulo et al., 2006). LXR play critical roles in testis (Jarvis 
et al., 2019; Maqdasy et al., 2016). LXRα was defined to regulate 
testosterone production within Leydig cells (Volle et al., 2007b). The 
lxrα; β− /− mice are infertile by 5 months of age. It has been demon-
strated that LXRα-deficient mice had lower levels of testicular testos-
terone that is correlated with a higher apoptotic rate of the germ cells. If 
LXRβ is in the Sertoli cells, it participates to regulate steroid synthesis, 
probably by the control of the expression of gene involved in the pro-
duction of yet unidentified paracrine factors. Many enzymes implicated 
in steroidogenesis are targets for LXRs. Indeed, the absence or phar-
macological stimulation of LXR in mice modulate the expression of Star, 
3βhsd, and 17βhsd and alter intra-testicular testosterone concentrations 
(Maqdasy et al., 2016). However, the published data do not support a 
potential interaction between LXRα and SHP in the Leydig cells (Volle 
et al., 2007b, 2007a). 

Related to its roles in the control of steroid synthesis, FXRα signaling 
pathway must be of high importance in the context of endocrine 
disruption. Indeed, estrogen-signaling pathway regulates the expression 
of Fxrα with the testis, and it was recently highlighted that FXRα play a 
major role in the deleterious effects of endocrine disrupters with estro-
genic activity such as bisphenol-A (BPA) (Sedes et al., 2018). It is 
interesting to note that the expression of Shp, a known FXRα target gene, 
was also found to be control by estrogen (Lai et al., 2003). This regu-
lation was also demonstrated to be essential within the Leydig cells as 
exposures of male mice to estradiol or endocrine disruptors with estro-
genic activity lead to decrease of steroidogenesis in a SHP dependent 
manner (Volle et al., 2009). Consistently, in vitro analyses using the 

Ma-10 Leydig cell line showed that estradiol increased Shp mRNA 
accumulation at 12 and 24 h after treatment, and is then followed by a 
decreased mRNA accumulation of steroidogenic genes such as Star after 
24 h (Volle et al., 2009). These data highlighted the crosstalk between 
ERα and SHP. This was further validated through the use of the ER 
agonist (estradiol), or the antagonist ICI (Volle et al., 2009). Data sug-
gest a significant contribution of SHP in the estrogenic effects of endo-
crine disruptors such as diethylstilbestrol. Indeed, estrogen exposure 
resulted in a decrease of the intra-testicular concentration of testos-
terone in Shp+/+ mice (Volle et al., 2009). The involvement of ERα was 
sustained by the fact that ICI exposure reversed the effect of DES on 
testosterone in Shp+/+ males, whereas no effect on testosterone level in 
Shp–/– males (Volle et al., 2009). These effects of the ERα-SHP signaling 
pathways occur at the testicular level as no impact of DES on LH or FSH 
level was observed. At the molecular level, it was demonstrated that SHP 
was involved in the estrogenic signaling pathways as the mRNA accu-
mulations ER target genes such as insulin-like–3 (Insl3) were impacted 
only on wild-type males. In addition, unlike wild-type males, Shp–/– 

males are protected from the deleterious effects of diethylstilbestrol, as 
testosterone concentrations as well as Star, Cyp11a1, and Cyp17a1 
mRNA levels were not affected (Volle et al., 2009). This decrease in 
testosterone was also correlated with reduced mRNA abundance of the 
androgen-dependent genes Pem and Osp in Shp+/+ males (Volle et al., 
2009). In this context of DES exposure, SHP decreased Lrh-1 expression 
(Volle et al., 2009); suggesting that the regulation of Lrh-1 and Sf-1 by 
SHP must involve specific co-factors that must be gene specific within 
the Leydig cells. 

From the above data, the regulation of SHP expression seems to be 
important to regulate testicular steroidogenesis following the modula-
tion of FXRα expression and/or activity. But so far, in the Leydig cells the 
level of post-translational modifications of SHP has not been studied. 
This could be an important point to cover as recent findings have shown 
that through the ERK pathway SHP can be phosphorylated resulting in 
an increased stability of SHP protein (Miao et al., 2009). Indeed, this 
phosphorylation was associated with an inhibition of the 
ubiquitination-coupled degradation. This stabilization leads to an 
accumulation of inhibitor complexes. In addition, studies have identi-
fied site of ubiquitination within SHP protein and it was suggested that 
these sites must be involved in transcriptional repression (Miao et al., 
2009). It has also been shown that RanBP2 co-localizes with SHP at the 
nuclear envelope region and mediates SUMO2 modification SHP at 
Lysine K68 (Kim et al., 2016). This facilitates its nuclear transport and 
increases its interaction with repressive histone-modifying enzymes 
LSD1 and HDAC1, which results in the inhibition of bile acid synthetic 
genes (Talamillo et al., 2020). It could thus be hypothesized that such 
mechanisms exist in Leydig cells might control the process of steroido-
genesis inhibition by SHP. 

All the above data sustain the idea of the importance of the FXR&- 
SHP-SF1/LRH-1 network in the control of the Leydig cell endocrine 
function. 

Next to its roles in adult Leydig cells, the potential role of FXRα in 
testis was studied during pubertal period, which is highly dependent of 
steroids. For that purpose, many experimental models of liver injury 
were used to modulate the concentrations of bile acids, FXRα natural 
ligands. In that line, bile-duct ligation in pre-pubertal males, which leads 
to an increase of bile acid concentrations (Houten et al., 2007), is 
associated with lower testosterone levels. Experimental models of liver 
injury show an altered puberty phenotypes (Van Thiel et al., 1985) with 
smaller testes and seminal vesicles. This suggests that cholestasis con-
tributes, at least in part, in pubertal and maturational failure due to an 
alteration of the testicular endocrine function. Thus, the roles of bile 
acid signaling on puberty onset and male sexual maturation were 
defined (Baptissart et al., 2016). Pubertal mice (21-days old) exposures 
to bile acid supplemented diet lead to an increased percentage of sterile 
males at adulthood. This decrease of fertility was associated with a lower 
production of spermatozoa that is related to an alteration of germ cell 
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survival rate. The increased apoptotic rate is a consequence of a 
decreased testosterone synthesis as sustained by the fact that supple-
mentation with exogenous testosterone restores the germ cell survival. 
The role of FXRα was supported by the fact that no effect of its agonist 
(GW4064) was observed in Fxrα deficient mice. Regarding what was 
published in adult mice on the regulation testosterone synthesis (Volle 
et al., 2007a), it was expected that a FXRα-SHP cascade might be 
involved in this alteration of sexual maturation by bile acids. However, 
the use of Shp− /− male mice showed that the lack of SHP was not suf-
ficient to counteracts the deleterious effects of BA on testosterone pro-
duction (Baptissart et al., 2016). This suggested that other mechanisms 
might exist. 

During puberty, the effects of the bile acids-FXRα pathways are, at 
least in part, mediated DAX1 (Dosage-sensitive sex reversal, Adrenal 
hypoplasia critical region, on chromosome X, gene 1), which has been 
described as a FXRα target gene (Baptissart et al., 2016). As SHP, DAX1 
is an unusual orphan nuclear receptor that lacks the C-terminal portion 
of a ligand-binding domain (Zanaria et al., 1994). DAX1 interacts with 
other nuclear receptors to inhibit their activities and thus act as a 
negative regulator of transcription (McCabe, 2007). In that line, DAX1 
interacts with SF1, LRH-1 and NGFIB three positive regulators of ste-
roidogenesis (Martin and Tremblay, 2010). 

The major role of DAX-1 in the testis is sustained by the fact that Dax- 
1 knock-out (Dax-1-KO) mice show hypogonadism (Yu et al., 1998). 
These mice show with reduced testis mass with altered spermatogenesis 
and Leydig cell hyperplasia (Meeks et al., 2003). Interestingly, the 
re-expression of Dax-1 specifically in Leydig cell knock-out improved 
their fertility. In vitro, DAX-1 has been demonstrated to control the 
expression of most of the steroidogenic genes. However, in vivo, only the 
expression of Cyp19 mRNA was modulated in mice with a specific 
deletion within Leydig cells (Wang et al., 2001a). Consistently, the se-
lective estrogen receptor modulator, tamoxifen partly rescues fertility of 
Dax-1-KO males. Although testicular size was not restored, Cyp19 
expression was back to normal levels, and sperm production was 
increased (Meeks et al., 2003). However, more data will be necessary to 
define whether in vivo DAX-1 is the main mediator of the effect of bile 
acids on testosterone during pubertal period, or to define if SHP and 
DAX-1 can compensate each other. It also appears that DAX-1 must play 
a critical role in multiple pathophysiological contexts such as exposures 
to endocrine disrupters (ED) or metabolic diseases. Interestingly, it has 
been demonstrated that androgens up-regulates Dax-1 expression; 
which in turn represses the activity of SF1 on the aromatase proximal 
promoter (Maris et al., 2015). In the context of the relation between 
DAX-1 and the androgen signaling pathways, it has been demonstrated 
that Triclosan, an ED that has anti-androgenic effects suppressed 
testicular steroidogenesis (Duan et al., 2020). The authors have 
demonstrated a new signaling cascade were Triclosan exposure induced 
the accumulation of the miR-142-5p, which in turn modulates a Sp1; 
DNMT1; DAX1 cascade leading to the inhibition of P450c17 and the 
decrease in testosterone levels (Duan et al., 2020). 

In addition, DAX-1 was suggested to play a critical role in the 
repression of testosterone production observed in obese or diabetic pa-
tients (Ahn et al., 2013). Indeed, the authors have demonstrated that 
insulin induces the expression of DAX-1 in Leydig both in vivo and in 
vitro. Using multiple molecular approaches, it was shown that 
insulin-induced DAX-1, which in turn inhibited LRH-1-mediated regu-
lation of Star, Cyp17a1 and 3βhsd at the promoter level (Ahn et al., 
2013). These data where supported by additional report on mouse 
showing studying the impact of exposure to 2, 2′, 4, 4′-tetra-
bromodiphenyl ether (BDE-47). BDE-47 is associated with increased 
diabetes prevalence; and co-exposure to high-fat diet can aggravates 
BDE47-inhibited testosterone production through hyperinsulinemia. 
This was associated with an increase of Dax-1 expression and a 
down-regulation of steroidogenic proteins such as STAR and 3β-HSD in 
Leydig cells (Zhang et al., 2017). These data must be of interest in the 
context of FXRα modulation of Dax-1, as FXRα is a known regulator of 

lipid metabolism. 
It must also be highlighted that pro-inflammatory cytokine such as 

the tumor necrosis factor alpha (TNF-α) have an inhibitory impact in the 
steroidogenesis of Leydig cells (Syriou et al., 2018). This could be of 
interest in the case of pathologies, metabolic disorders or exposure to 
endocrine disruptors (Bini et al., 2015; Pivonello et al., 2019; Zheng 
et al., 2010). It has been demonstrated that, within the Leydig cells, 
TNF-α treatement leads to an increase of Dax-1 mRNA and protein ac-
cumulations via a JNK/ERK MAP kinase pathway; which then results in 
a repression of the steroidogenic enzyme genes in Leydig cells (Sadasi-
vam et al., 2015). In contrast to SHP, little is known about 
post-translation modifications of DAX-1 and the potential impacts on its 
activity. It was shown that the E3 Ubiquitin Ligase RNF31 and DAX-1 act 
as co-repressor complex on the promoter of steroidogenic genes such as 
Star and Cyp19 (Ehrlund et al., 2009, p. 31). This leads to a 
mono-ubiquitination of DAX-1 that stabilizes the protein. This seems to 
be required for the repressive effect of DAX-1 on steroidogenic gene 
expression. These above data sustain the idea that DAX-1 must be key in 
the impact of FXRα signaling pathway in prepubertal testis. 

As mentioned above, within the Leydig cells, the FXRα-SHP or FXRα- 
DAX1 pathways must play some roles in normal physiology or in mul-
tiple pathophysiological conditions. As highlighted in the above sections 
most of the effects of FXRα on Leydig cells are driven by two down-
stream targets, that are two other nuclear receptors, namely SF1 and 
LRH1. Their expression and/or the activity levels must be critical. Their 
expressions are modulated by a wide range of transcriptional regulatory 
processes, involving transcription factors, intron enhancers, and epige-
netic elements (Meinsohn et al., 2019). These multiple regulations 
contribute to explain the specific, developmental, tissue and/or species 
expression of LRH-1 and SF-1 and their impacts on steroidogenesis. An 
exhaustive review of these processes is outside the purpose of this review 
as it has been extensively covered (Meinsohn et al., 2019). However, 
recently, important informations have been reported showing that 
post-translational modifications of SF1 and LRH-1 are key to control the 
endocrine function of the Leydig cells. Within the adult Leydig cells; 
data showed that transforming growth factor beta 1 (TGFB1) 
down-regulates the expression levels of SF1 and LRH1, through the ca-
nonical signaling pathway involving ALK5. This is associated with the 
down-regulations of estrogen production (Yang et al., 2017, p. 1). The 
protein accumulation (stability) and/or activities of SF-1 and LRH-1 are 
controlled by multiple post-translational modifications. For example, it 
has been demonstrated that SF1 can be acetylated by P300 following 
activation of the intracellular second messenger cAMP and protein 
kinase-A pathway. This post-translational change was associated with 
an increase binding of SF1 to DNA and its interaction with regulatory 
cofactors. PKA pathway promotes the dissociation SF1 and DAX1, 
leading to an increased transcriptional activity of SF1 (Chen et al., 2005, 
p. 1; Fan et al., 2004). In addition, both LRH-1 and SF-1 have phos-
phorylation sites modulated by activation of the protein kinase C and the 
MAPK/ERK pathways. Phosphorylations of these receptors are associ-
ated with an increase in the transcriptional activity of these receptors 
(Krylova et al., 2005; Lee et al., 2006). SF-1 and LRH-1 can be sumoy-
lated reducing their binding to DNA sequences or their translocation 
from the chromatin to inactive nuclear bodies. Moreover, E3 ligase 
RNF31 and stabilize DAX1 and by the way induces SF-1 inactivation on 
promoter of target genes (Ehrlund et al., 2009). Interestingly, the per-
manent elimination in vivo of SF-1 SUMOylation in mice resulted in 
abnormal endocrine tissue development (Lee et al., 2011, p. 1). Inter-
estingly, LRH-1 SUMOylation controls cholesterol metabolism (Stein 
et al., 2014) (Stein et al., 2017). This effect could be critical and must be 
studied in the context of steroidogenesis regulation. Another 
post-translational regulation process that affects SF1 and LRH-1 is 
ubiquitination (Lai and Hu, 2019; Lee et al., 2016). It leads to the 
inhibitory of their activity. SF-1 ubiquitination plays an important role 
in the reproductive and endocrine pathology, which then reduces ste-
roidogenesis at least in adrenal tumor cells (Chen et al., 2007). 
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1.3. Crosstalk with the LH/CG signaling and FXRα signaling pathway 
within the leydig cells 

If FXRα was shown to control testicular steroidogenesis the link with 
the hypothalamo-pituitary axis have been studied only very recently. A 
recent paper has demonstrated that the activation of FXRα by its agonist 
leads to the repression of the expression of the LH/CG receptor, namely 
Lhcgr (Baptissart et al., 2016). This FXRα signaling pathway alters 
LH/CG sensitivity of Leydig cells both in vitro and in vivo in pubertal 
males. 

However, little is known about the regulation of the Fxrα gene. 
Within Leydig cells, a recent report shows that hCG, at low dose, regu-
lates the expression of the Fxrα gene via PKA signaling. It was demon-
strated that this regulation is not mediated by subsequent steroid 
production induced by LH as sustained by the experiments using 
testosterone, R1881, flutamide or casodex (Holota et al., 2019). This 
suggests that FXRα could also participate in a local feedback of androgen 
synthesis. 

This potential role of FXRα in a negative local feedback of sex steroid 
synthesis was sustained by additional data showing that a metabolite of 
testosterone, androsterone, has been defined as FXRα agonist (Wang 
et al., 2006). In addition, recent data have demonstrated that Leydig 
cells must be able to produce bile acids that are endogenous FXRα li-
gands (Martinot et al., 2017). As bile acids and sex steroids have the 
same precursor, namely cholesterol, these data sustain the idea that the 
regulation of FXRα expression and/or activity could define a molecular 
pathway to regulate sex steroid synthesis. Next to the regulation of the 
expression of Fxrα, its activity is critical to control testicular steroido-
genesis. Recently, FXRα activity has been demonstrated to be regulated 
by post-translational modifications such as sumoylation or phosphory-
lation (Hu et al., 2017). Further studies will be necessary to define 
whether such mechanisms could be involved in the regulation of ste-
roidogenesis by FXRα. 

So far, no clear data show that, within testis, DAX-1 and/or SHP 
regulates the expression of the Lhcgr and the sensitivity to LH/CG. It 
could be hypothesize that there are either not involved or that they 
could be both redundantly involved and in that case a double DAX-1/ 
SHP knock-out mouse model must be necessary to prove such idea. 
However, it has been demonstrated that the two FXRα target genes Shp 
and Dax1 cells are also modulated by the LH/CG signaling pathway. 
Regarding the association between Leydig cell activity and the 
hypothalamo-pituitary axis, it has been demonstrated that LH/CG re-
presses the expressions of both Shp and Dax-1. Within the Leydig cells, 
the activation of the 5′-AMP activated protein kinase (AMPK) pathway, 
which might be activated following the decrease of ATP, led to a 

decrease of steroid synthesis which is correlated with an increased 
expression of Dax-1 (Abdou et al., 2014) and Shp (Vega et al., 2014). In 
addition, SHP seems to be involved in the repression of testosterone 
synthesis following anti-GnRH compound exposure (Vega et al., 2014). 
These data have highlighted a link between hypothalamo-pituitary axis, 
DAX-1 and SHP in testicular androgen metabolism and thus testicular 
physiology. 

1.4. Integration of data and conclusions 

These data suggest that local mediators are involved in a negative 
feedback of steroid synthesis. Combined all the above data improve our 
knowledge of the local control of the testicular steroidogenesis with the 
identification of the molecular links between the hypothalamo-pituitary 
axis and the FXRα/SHP and FXRα/DAX1 signaling pathways. These are 
important findings as the control of the Leydig cell functions is pre-
dominantly mediated by the hypothalamo-pituitary-gonadal axis via 
LH/CG. It highlights that FXRα might act as an important actor of the 
regulation of testicular physiology during puberty. This is of interest in 
order to identify the etiology of primary hypogonadism. 

Infertility is defined as the failure of a couple to conceive after 12 
months of unprotected sexual intercourse. It affects approximately 
10–15% of all couples worldwide (Callister, 2010). Male factors 
contribute nearly 30–55% of all cases of infertility. The high rates of 
male infertility are governed by a variety of causative factors, including 
genetic defects, environmental pollutants, physiological and endocrine 
failures, and testis pathologies (Hauser and Sokol, 2008). 

The present review highlights the links between nuclear receptors 
and the efficiency of the Leydig cell endocrine function (Figure- 1). As 
reviewed here, several nuclear receptors, adopted or orphans, have been 
demonstrated to be key regulators of lipid homeostasis. Indeed, 
cholesterol plays an important role in maintenance of reproductive 
functions and can be responsible of fertility disorders. We thus propose 
here a model combining the reviewed data. 

After the activation of the hypothalamo-pituitary axis, the LH will 
stimulate its receptor in the Leydig cells (Fig. 1). There, in combination 
with the nuclear receptors such as NGFIB, SF-1 and LRH-1, Phospho- 
Creb induces the expression of steroidogenic genes. In the meantime, it 
has been demonstrated that the LH/CG, in part through AMPK signaling 
pathway, will repress the expression of Shp and Dax-1 two repressors of 
the steroid synthesis. These later act mainly through the inhibition LRH- 
1 and SF-1. Surprisingly, it has been demonstrated that the LH/CG 
signaling pathway induces the expression FXRα. This might prepare a 
kind of negative feedback. Indeed, it has been proposed FXRα first 
regulated the expression of Shp and Dax-1 for the repression of steroid 

Fig. 1. Proposed model (see discussion section).  
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synthesis. In addition, FXRα was also demonstrated to repress the 
expression of the Lhcgr gene that must also participates to reduce the 
response of Leydig cells to the hypothalamus-pituitary axis. 

However, it has not been clearly studied whether the nuclear re-
ceptors, highlighted in this review; could impact of the hypothalamus 
and LH and FSH production by the pituitary. Thus further data using 
transgenic mouse models (knock-out mice) will be needed to better 
define the complete crosstalk mechanisms at the hypothalamus/pitui-
tary levels that could lead to an alteration of the hypothalamo-pituitary- 
gonadal axis and in turn the alteration of testicular physiology and 
particularly steroid synthesis. 

New perspectives of research are now open. But several questions 
need to be answered. Studies must be conducted to analyze in human the 
alteration of the expression of all these nuclear receptors as well as to 
define if mutations (polymorphisms) of these NRs could be associated 
with male fertility disorders. In the future, these NRs may help to better 
understand, at the molecular level, the association between Metabolic 
Syndrome and infertility or the links between exposure to estrogenic 
endocrine disrupters and male fertility disorders associated with alter-
ation of the hypothalamus-pituitary axis. 

It will remain to define if some of these nuclear receptors could be 
used as therapeutical targets? Such ideas have been reported for the 
orphan nuclear receptors in different diseases. However, the difficulty 
remains to target specific nuclear receptors in a particular develop-
mental window in a specific cell type. 

Regarding the complexity of the interactions throughout the 
hypothalamo-pituitary-gonadal axis, there still lot of efforts to put on 
this research area to improve the treatment of human fertility disorders. 
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A B S T R A C T   

The incidence of reproductive disorders is constantly increasing and affects 15% of couples, with male’s abnormalities diagnosed in almost half of the cases. The male 
gonads exert two major functions of the testis with the productions of gametes (exocrine function) and of sexual hormones (endocrine function). In the last decades, 
next to steroid receptors such as estrogen and androgen receptors, the involvement of other members of the nuclear receptor superfamily have been described such as 
Steroidogenic factor-1 (SF-1), Nerve growth factor IB (NGFIB), Liver-X-Receptorα (LXRα) and Dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, on 
chromosome X, gene 1 (DAX-1). The purpose of this review is to highlight the emerging roles of some members of the nuclear receptor superfamily among which the 
vitamin-D Receptor (VDR), Peroxisome Proliferator-Activated Receptor (PPAR), Farnesoid-X-Receptor-α (FXRα). We discuss how these receptors could participate to 
explain male fertility disorders; and their potential to be use as biomarkers or therapeutic targets for management of fertility disorders.   

1. Introduction 

People’s health depends on integrated physiology which itself relies 
on the proper function of organs. The organ’s integrity depends on 
cellular homeostasis; which results from the coordinated expressions of 
genes that are involved in vital cellular functions (metabolism, prolif-
eration, cell death program). The expressions of these genes are modu-
lated by multiple transcription factors. Among them, the superfamily of 
nuclear receptors (NR) has been defined to be involved in the regulation 
of physiological functions and has been associated with the appearance 
and the development of several pathologies. The NR superfamily rep-
resents one of the largest groups of transcription factors in eukaryotes. 

In this review, we focus on the emerging roles of some members of 
the nuclear receptor superfamily on male reproductive function. This is 
of importance as the incidence of reproductive disorders is constantly 
increasing and affects 15% of couples. Among the NRs, the present re-
view highlights data on the vitamin-D Receptor (VDR), Peroxisome 
Proliferator-Activated Receptor (PPAR) and Farnesoid-X-receptor-α 
(FXRα). We discuss how these receptors could be involved in male 
fertility disorders; and their potential to be use as biomarkers or as 
therapeutic targets for management of fertility disorders. 

2. The nuclear receptor superfamily 

Nuclear receptors are transcription factors that are ligand activated. 
They regulate a variety of physiological processes by inducing the 

transcription of target genes. Among the receptors, the nuclear receptors 
appear in the last decades to play major roles in both physiology and 
pathologies. The NRs have been defined several decades ago with the 
identification of the steroid receptors. Extensive studied have been made 
by then and several members of the superfamily have been identified. 
These researches allowed identifying 48 members in human. Since the 
beginning, scientists have made analyses in order to characterize the 
structure and the functions of the NRs. 

2.1. Structure of the NRs 

Almost all the NRs have the overall same structure. The NR’s struc-
ture is divided into key functional areas (Giguère, 1999). The most 
variable part regarding size and protein sequence is the N-terminal part 
(also called domain A/B). It contains the activating function-1 (AF-1), 
which is responsible for the interactions of the NRs with co-activators 
and co-repressors. These interactions are independent of the binding 
of the ligand. However, this association with the co-factors is involved in 
the optimal transcriptional activity of the NRs. 

The second domain corresponds to the internal central domain. It is 
highly conserved in the group. This domain contains two zinc fingers, 
which are involved in part to the DNA binding. This is an essential 
element as NRs act as transcription factors via the binding to specific 
promoter sequences called hormone response elements (HRE). 
Depending whether the NRs act as monomer or dimer, these motifs are 
half-sites of six bases or two half-sites separated by 0–5 bases. The HRE 
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are organized in direct (DR, direct), inverted (IR, inverted), or mirrored 
(ER, everted) repeats. 

A hinge region connects the DNA binding domain (DBD) to the 
ligand-binding domain (LBD). This causes the rotation of the LBD to 
allow the binding of the dimer on the HREs. In addition, this region 
contains the nuclear localization signal (NLS), which transfers the re-
ceptor to the nucleus. 

Finally the last domain corresponds to LBD. This confers the speci-
ficity and selectivity of the ligand response. This C-terminal domain has 
second transcription activation domain (AF-2). The AF-2 acts in a 
ligand-dependent manner for the attachment of co-activators. 

NRs activate or repress gene transcription. Transcriptional activation 
is dependent of the ligand binding. NRs recruit co-activator proteins 
leading to the recruitment of a larger complex with histone modifying 
enzymes such as histone acetyltransferases or histone methyl-
transferases and then of transcriptional machinery. 

The inhibition of transcription by the NRs relies on the interaction 
with co-repressors that recruit histone deacetylases (HDACs). 

2.2. Classification of the NR superfamily 

Among the different classifications of nuclear receptors that have 
been proposed, here we highlight the one relying on functional point of 
view. In that case, there are three main categories of nuclear receptors: 
the endocrine receptors, the "adopted" orphan nuclear receptors with 
low-affinity ligand, and the nuclear orphan receptors. 

* The endocrine receptors. These receptors respond to steroid 
hormones as ligands, and they have a high affinity for their ligands. 
Among these NRs, there are the androgen, estrogen, progestin, gluco-
corticoid, and mineralocorticoid receptors. These NRs are associated 
with heat-shock proteins within the cytoplasm. The arrival and the 
binding of the ligand lead to the departure of heat-shock proteins. Then, 
the NR could act though cytoplasmic signaling pathways in interaction 
with MAPK, PI3K or ERK pathways. In another way, the NRs can 
translocate to the nucleus and dimerize. The endocrine receptors bind as 
homodimer to HRE, consisting of two inverted repeats, in the 5′-regu-
latory sequences of their target genes. They regulate gene expressions 
through the recruitment of transcriptional co-activators. 

* The adopted receptors. It has been suggested several years ago 
that these NRs are permanently located on their response elements. This 
point could be now amended as some of these NRs could have cyto-
plasmic activity. When bind to the DNA, in absence of ligand, NRs are 
associated transcriptional co-repressors in order to repress the tran-
scription. The arrival of the ligand leads to modulation of the NR 
conformation, which is associated with the release of co-repressors and 
recruitment of co-activators. This class of nuclear receptors includes 
members, such as LXRα, β (liver X receptorα, β) and peroxisome 
proliferator-activated receptor (PPAR), which act as heterodimer with 
the retinoid X receptor (RXR). Others, such as VDR, act as homodimers. 
However, there is evidence that most of these NRs are also capable of 
acting as homodimers or monomers. 

* The orphan receptors. This corresponds to NRs for which no 
natural ligands have been identified such as estrogen-related receptors 
(ERR, NR3B), steroidogenic factor 1 (SF1; Nr5A1). 

This category also contains DAX-1 (dosage-sensitive sex reversal, 
adrenal hypoplasia critical region, on chromosome X, gene 1; NR0B1) 
and SHP (Small Heterodimer Partner; NR0B2), which are quite closed. 
Both NRs lacks the classical DNA-binding domain (DBD) (Seol et al., 
1996). They act as a negative regulators of transcription via the in-
teractions to other nuclear receptors and the recruitment of 
co-repressors or histone methyl transferases (Båvner et al., 2005). 

3. The testicular physiology 

The testis, the male gonad, is composed of different types of cells in 
order to ensure the synthesis of hormones (endocrine function) and the 

production of spermatozoa (exocrine function). As the NRs highlighted 
in this review are expressed in different cell types of the testis and could 
thus participate to control testicular functions, we report here a short 
overview of testis physiology. 

3.1. Testicular physiology 

The Leydig cells ensure part of the endocrine function of the testis 
with the synthesis of the male sexual hormone, namely testosterone. The 
testes also produce estrogen and progesterone. Testes produce the major 
quantity of androgens in mammals. Steroid hormones are produced 
from cholesterol during steroidogenesis via a multi-enzymatic process 
(Hu et al., 2004, p. 20) (Midzak and Papadopoulos, 2015). The testicular 
endocrine function is under the control of the hypothalamo-pituitary 
axis (Shacham et al., 2001). It is well-known that sex steroids exert a 
negative feedback on the hypothalamo-pituitary axis to avoid over 
production of steroids. 

Steroids are critical for many physiological functions related to 
urogenital tract or development of muscles or bones for examples. 
During the embryonic development, the fetal Leydig cells secrete a first 
peak of testosterone that is associated the urogenital tract masculini-
zation. Then later on at puberty, the increase of testosterone production 
is responsible of the establishment of secondary sexual characteristics 
and the beginning of spermatogenesis. This is in part supported by 
maturation of Sertoli cells in response to androgen signaling. Finally, at 
adulthood, testosterone concentrations are critical to ensure the effi-
ciency of spermatogenesis (survival and differentiation of germ cell 
lineage) and the maintenance of the normal genital tract (prostate, 
epididymis, seminal vesicle). The critical functions of steroids like an-
drogens have been highlighted by human diseases such as androgen 
resistance due mutations within the androgen receptor gene (AR; 
NR3C4) (Oakes et al., 2008) and the analysis of rodent transgenic 
models. Next to the androgens, estrogens act through the nuclear re-
ceptors Er-alpha (ERα; Esr1; NR3a1), ER-beta (ERβ; Esr2, NR3A2) and 
via the G-protein-coupled receptor (GPCR; GPR30) (Carreau et al., 2011) 
(Hess and Cooke, 2018). In that line, over the last decades, many reports 
in both human and rodent models have highlighted that exposure to 
exogenous molecules, so called endocrine disrupters, are associated with 
testicular abnormalities and male fertility disorders (Palanza et al., 
2016; Sedes et al., 2018). 

The exocrine function of the testis relies on the interactions between 
almost all the cell types of the male gonad. It is ensured within the 
seminiferous tubules, where Sertoli cells and germ cells cooperate to 
achieve the spermatogenesis. 

Sertoli cells are key component of the seminiferous tubules. They are 
involved in the nutritional and structural support of the germ cell line-
age to maintain the integrity of the epithelium. One main function of 
Sertoli cells is to generate the blood-testicular-barrier (BTB). It is 
established at puberty following the response to diverse signaling 
pathways such as androgens, retinoids and thyroid hormones (Tarulli 
et al., 2012). The structural function of the BTB is ensured by tight 
junctions (occludin, zonula occludens), adherens junctions (cadherins, 
catenins, nectines, laminins, integrins) and gap junctions (connexin) 
(Cheng and Mruk, 2012). The BTB is also involved in the nutritional 
function of Sertoli, as sugars, amino acids, hormones and electrolytes 
could be transferred to neighboring cells. The BTB also confer an im-
mune context to protect post-meiotic cells that have been generated 
after the establishment of the immune system. The dynamic of cell-cell 
interactions between Sertoli and germ cells are critical for germ cells 
progress within epithelium and then their release at spermiation. This 
process relies on the synthesis of proteases and protease inhibitors by 
Sertoli cells (Lui et al., 2003). 

The Sertoli cells support the complex coordinated process of sper-
matogenesis that gives spermatozoa. The length of a spermatogenesis 
wave is different between species with 35 days in the mouse and 74 days 
in humans. 
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The activity of spermatogenesis throughout life relies on the well- 
established balance between self-renewal of spermatogonial stem cells 
and differentiation. Under the control of multiple stimuli, germ cells 
enter a differentiation path. Spermatogonia undergo mitosis to produce 
primary spermatocytes (Spermatocyte I). Then meiosis is initiated at 
puberty giving rise to round spermatids, which then undergo new 
biochemical and morphological reshuffles giving rise to spermatozoa. 
Among these changes, the replacement of most histones by protamines 
(Cho et al., 2001) allow the compaction of chromatin (Dadoune, 2003) 
that is essential for the germ cell DNA protection and for the establish-
ment of sperm head morphology. In addition, the flagellum and axo-
nema are set up; both structures are essential for the movement of 
spermatozoa. Final maturation of the spermatozoa occurs during the 
epididymal transit and in the female genital tract (Bedford, 1970). 

The incidence of reproductive disorders is constantly increasing and 
affects 15% of couples. Male’s abnormalities are diagnosed in half of the 
cases. The increased incidence of pathologies of the male urogenital 
tract has been associated with exposures to environmental molecules. In 
addition, lifestyle is also involved in fertility issues such as smoking or 
diet. In that line, metabolic syndrome (MetS) has been linked with 
several abnormalities including overweight, dyslipidemia, hypertension 
and impaired glucose metabolism. The complexity of the interactions 
between metabolism and male fertility has been described in the last 
decades. Among all the consequences of MetS, male reproductive 
function is altered in some obese and diabetic patients. The relation 
between MetS and male reproductive function is still being studied to be 
fully deciphered. It has appeared that metabolism plays a major role in 
the regulation of testicular physiology and associated pathologies. In 
that line, male reproductive capacities depend on testicular glucose 
homeostasis. Altered glucose levels cause adverse effects on male 
fertility via the alterations of testicular cells types, sperm motility, and 
seminal plasma. Diabetes is associated with the increase of oxidative 
stress that lead to sperm DNA damages (Shi et al., 2017). 

In all these case, regardless the origin of testicular disorders, the 
alterations of testicular physiology can participate to multiple pathol-
ogies such as alterations of male sexual maturation during puberty and 
fertility disorders. In addition, it has been demonstrated that alterations 
of germ cell quality could be associated with transmission of abnor-
malities to progenies even over several generations. These transmissions 
are supposed to be driven by altered epigenetic patterns of sperm cells. It 
could be associated with multigenerational programming of pathologies 
such as fertility disorders or metabolic diseases (Aiken et al., 2016; 
Anway et al., 2005; Baptissart et al., 2018). 

Next to fertility disorders, alterations of germ cells could be associ-
ated with testicular germ cell cancers (TGCT). TGCT is a rare solid tumor 
that accounts for 1% of all cancers in men. Testicular germ cell tumors 
are the most frequently diagnosed cancer in young men (15–39 years 
old) (Batool et al., 2019; Rajpert-De Meyts, 2019). The development of 
TGCT might be influenced by the exposures to chemicals with endocrine 
disrupting properties. Of the major influences described, ethnicity and 
familial history of TGCT are known to be associated with increased 
TGCT risk. It is estimated that 40% of TGCT are of genetic origin 
(Litchfield et al., 2015). 

3.2. Peroxisome proliferator-activated receptors & testis 

The Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR) are mem-
bers of the nuclear receptor superfamily and have been demonstrated to 
regulate lipid homeostasis and tumorigenesis for examples. There are 
three isotypes of PPARs named PPARα, PPARβ/δ and PPARγ. Within the 
testis, all PPARs are expressed in both somatic and germ cells (Froment 
et al., 2006). PPARβ/δ are expressed in Leydig, Sertoli and germ cells. In 
the testis, PPARγ protein is detected at high level in Sertoli cells and a 
weak expression is noticed in spermatocytes. Pparγ mRNA was highly 
expressed in late spermatids, while Pparβ mRNA was highly expressed in 
round spermatids. Consistently, FACS cell sorting experiments have 

shown that PPARγ mRNA is found in M2A positive germ cells within first 
trimester human fetal testes (Muczynski et al., 2012). 

The most defined expression pattern is the one of PPARα. In the 
developing rat testis, PPARα is detected since the first days after birth in 
tubular and interstitial cells. In addition, PPARα is expressed in inter-
stitial Leydig cells and in tubular cells mainly in meiotic spermatocytes, 
spermatids as well as in the peritubular cells within adult human testis. 

These patterns of expression suggest that PPARs might play some 
roles in testicular physiology. This is sustained by the phenotypes 
observed in mice deficient for these receptors or in experiments using 
stimulation of wild-type males by specific modulators. PPARα- and 
PPARβ/δ-null mice are viable and fertile. However, some data have 
suggested their roles in gamete maturation. 

3.2.1. PPARs in leydig cells 
PPARγ acts as an important molecule for regulating energy homeo-

stasis. It modulates the hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis, and 
is reciprocally regulated by the HPG. 

Inflammation alters testicular steroidogenesis and spermatogenesis, 
and in turn male infertility. It has been suggested that PPAR transcrip-
tional activity disturbs the expression of both estrogen and androgen 
receptors and impair testicular steroidogenesis and ROS metabolism in 
the context of LPS-induced inflammation (Wang et al., 2020). 

Using a combination of pharmacological approaches, it has been 
demonstrated that in Leydig cells, PPARα and PPARγ, in interaction with 
the signaling pathway of the G-protein coupled estrogen receptor 
(GPER), regulate steroidogenesis through the control of lipid homeo-
stasis. These collaborative pathways also regulate morphology, migra-
tion competences and cytoskeleton structure of Leydig cells 
(Gorowska-Wojtowicz et al., 2018). 

Over the last decades, it has been widely defined that endocrine 
disrupters, through the alterations of hormonal homeostasis, impact 
testicular physiology and male fertility. Some of these endocrine dis-
rupters have been identified as PPAR ligands. In that line, it has been 
demonstrated that 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), a commonly 
used herbicide and a possible endocrine disruptor is a modulator of 
peroxisome proliferator-activated receptor-α. Recent data have 
demonstrated that the deleterious impacts of 2,4-D are in part mediated 
by PPARα. Indeed, exposure to 2,4-D leads to a decrease of testicular 
testosterone concentration, which in turn results in Sertoli and germ 
cells alterations and fertility disorders. Consistent with the data from 
Gorowska-Wojtowicz, PPARα mainly acts through the downregulation 
of the expressions of genes involved in lipid homeostasis. These effects of 
the 2,4-D are mediated by PPARα as no effect is observed in Pparα-null 
males (Harada et al., 2016). 

Regarding fetal testis development, interaction of xenobiotics such as 
diisobutyl phthalate (DiBP) with PPARs leads to reduced anogenital 
distance, testosterone production and testicular expression of Insl-3 and 
of genes related to steroidogenesis. Moreover, PPARα expression is 
lowered by Diisobutyl phthalate (DiBP) (Boberg et al., 2008). 

Interestingly, it has also been proposed that PPARs expressions are 
altered in samples of Leydig cell tumors. In human, there is a down-
regulation of PPAR in Leydig cell tumors (Kotula-Balak et al., 2020a, 
2020b). 

3.2.2. PPAR and sertoli cells 
Within Sertoli cells, multiple signaling pathways control PPAR ex-

pressions. For example, an up-regulation of PPARα mRNA could be 
observed after stimulation with Follicle-Stimulating Hormone (FSH), 
and PPARγ is up-regulated after lipopolysaccharide (LPS)-treatment. 
Moreover, some data demonstrate that exposures to xenobiotic ligands 
of PPARγ and PPARα induce their translocation to the nucleus. 

Sertoli cells play a central role in spermatogenesis. They maintain the 
blood-testis barrier, an essential feature of seminiferous tubules, which 
creates the proper environment for the occurrence of the spermato-
genesis. However, this confinement renders germ cells almost 
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exclusively dependent on Sertoli cells nursing function and support. In 
that line, the control of lipid metabolism and energetic metabolism in 
Sertoli cells plays a critical role for germ cell homeostasis. Sertoli cells 
oxidize fatty acids to fulfill their own energy requirements. Sertoli cells 
phagocyte and degrade apoptotic germ cells resulting in increasing lipid 
content. Fatty acids are stored as triacylglycerides within lipid droplets. 
Thus Sertoli cells provide nutritional support for germ cell development 
as they actively metabolize glucose and convert it to lactate. 

One of the main functions of PPARs in Sertoli cells is to control fatty 
acid metabolism. Pharmacological approaches have shown that of 
PPARα and PPAR β/δ regulate fatty acids (FA) metabolism through the 
expression of CD36, carnitine palmitoyltransferase 1, long- and 
medium-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenases. In the same line of 
evidence, it has been demonstrated that PPARγ increased tri-
acylglycerides levels and lipid droplet content accompanied by a rise in 
the expression of genes for proteins involved in fatty acid storage, such 
as the fatty acid transporter Cd36, glycerol-3-phosphate- 
acyltransferases 1 and 3, diacylglycerol acyltransferase 1 and peril-
ipins 1, 2 and 3, all proteins that participate in lipid droplet formation 
and stabilization. In addition, data have defined that PPARγ significantly 
elevated the expression of carnitine palmitoyltransferase (CPT)-1A, a 
key enzyme involved in fatty acid oxidation. The results indicated that 
PPARγ reduced palmitoyl-induced lipid accumulation by promoting 
fatty acid oxidation mediated by CPT1A. PPARγ activation leads to 
cytoprotection of Sertoli cells caused by dyslipidemia. 

In addition, PPAR β/δ activation increases lactate energetic meta-
bolism of Sertoli cells and germ cells. In addition, PPARγ activation in-
creases lactate production, accompanied by an increase in glucose 
uptake and Glut2 expression. These results suggest that PPARγ activa-
tion in Sertoli cells participates to the regulation of lipid storage and 
lactate production thereby ensuring simultaneously the energetic 
metabolism for the Sertoli and germ cells. 

One of the main roles of PPPARδ is sustained by the fact that Pparδ 
deficient mice (Pparδ− /− ) show smaller litter size compared to wild- 
type littermates. PPARδ controls several genes such as claudin-11, 
p27, cyclin D1, and cyclin D2 leading to alterations of Sertoli cells 
proliferation, maturation and formation of tight junctions. It is thus 
suggested that Pparδ regulates spermatogenesis in part through the 
modulation of Sertoli cell functions. 

In the context of exposures to endocrine disrupters, such as phtha-
lates, lead to testicular degeneration. It has been suggested that part of 
the effects of phthalates could be mediated by PPARs within the Sertoli 
cells. 

3.2.3. PPARs and germ cells 
In human, PPARγ protein is highly expressed in ejaculated sperma-

tozoa, implying a possible role of PPARγ signaling in regulating sperm 
energy dissipation. Its activation can be induced during capacitation and 
the acrosome reaction. PPARγ, increases the viability of spermatozoa 
(Liu et al., 2015). In addition, PPARα regulates the beta-oxidation of 
lipids. This is critical for the control of fatty acid and phospholipid 
metabolisms in germ cells. This is essential as lipid composition is key to 
modulate for sperm cell mobility and its viability (Douard et al., 2003). 

3.2.4. PPARs & endocrine disrupters 
Many xenobiotics molecules such as herbicides, plasticizers, or 

components of personal care products have been defined as potential 
activators of PPARs. This abnormal activation of the receptors must 
leads to altered testicular functions that are driven by PPARs. However, 
not that much is known regarding the impacts of the exogenous acti-
vation of PPARs on reproduction. Environmental and dietary exposure 
to bisphenol-A (BPA) and its toxicological consequences are extensively 
reported. BPA has multiple cellular targets. Thus it suggests that the role 
of PPARs in BPA-induced effects on male reproductive functions must be 
better defined. 

3.2.5. PPARs and therapeutics 
The identifications of the involvements of PPAR signaling pathways 

in pathologies led to the development of specific drugs to target these 
receptors in order to cure several diseases such as cardiovascular func-
tion, neurodegeneration, inflammation, cancer and reproduction, and it 
is well established for managing dyslipidemia, diabetes, insulin resis-
tance, and metabolic syndrome. Many PPAR synthetic ligands are used 
in current clinical drug applications. However, the effects of natural and 
synthetic PPAR ligands need to be better defined regarding reproductive 
toxicology and assisted reproductive technology. 

Not that much is known about PPARs in testicular germ cell cancer. 
Dogs are models of spontaneous testicular cancers and it has been 
demonstrated that PPAR-α, -β and -γ levels are higher in TGCT than in 
normal testicular tissue. In human, PPARγ is also more strongly 
expressed in human testicular cancer cells than in normal testicular 
tissues. Moreover, the use of PPARγ ligands has anti-proliferative effects 
on testicular cancer cells (Hase et al., 2002). 

3.3. Vitamin-D receptor and testis 

Vitamin D is a key regulator of calcium and phosphate homeostasis 
and bone physiology. In addition, other targets have been identified 
such as reproductive organs. Vitamin-D deficiency impairs testicular 
development and spermatogenesis in mice (Cito et al., 2020; Fu et al., 
2017). 

Vitamin D is synthetized in the skin as a result of UV-B radiation. It 
then binds to its nuclear receptor VDR, which has been identified many 
years ago. More recently, it has been established that vitamin D initiates 
rapid cellular responses through a putative plasma membrane- 
associated receptor (VDRmem). 

The metabolism of Vitamin-D relies also on the expression of the 
vitamin D metabolizing enzymes such as the cytochrome CYP2R1, 
CYP27B1, and CYP24A1. The expression of the vitamin-D metabolizing 
enzymes is important as their presence and activity regulate the intra-
cellular concentration of 1α,25(OH)2D3 and then VDR activation. These 
enzymes and VDR are expressed in the organs of the male reproductive 
system. In adult testis, they are mainly expressed in the germ cells. This 
suggests the potential roles of Vitamin-D on spermatogenesis. The 
expression of VDR has been observed in immature Sertoli cells including 
fetal Sertoli cells. In addition VDR and the vitamin-D metabolizing en-
zymes are also expressed in the hormone producing Leydig cells, which 
suggests a direct link between vitamin D and sex steroid production. 

The role of Vitamin-D signaling pathways on male fertility has been 
highlighted by the study of vitamin-D deficient rats as well as the use of 
rodent models of VDR null males. Indeed, these models show altered 
spermatogenesis and decreased sperm count and motility. It has also 
been demonstrated that the decrease of Vit-D during aging might be 
associated with testicular aging, which leads to a decrease in sper-
matogenesis and steroidogenesis. Vitamin-D signaling pathways have 
been identified to regulate key functions in different testicular cell types 
such as Leydig, Sertoli and germ cells. 

3.3.1. VDR & leydig cells 
Vitamin-D plays an important role in reproduction by modulating 

testicular steroidogenesis. Vitamin-D treatment of aged rats resulted in 
significant improvement in sperm parameters, testicular histology, 
serum testosterone, and estrogen levels (Jeremy et al., 2019a, 2019b). In 
aged rat models, it has been defined; using in vivo and in vitro experi-
ments, that vitamin-D directly regulates testicular steroidogenic func-
tion. Vitamin-D controls the expression of the aromatase encoding gene 
Cyp19a1 as well as the expression of the androgen receptor gene. These 
data highlight that Vit-D signaling pathways control the activities of sex 
steroids, which ensure spermatogenesis during aging. Consistent with 
these data, Vitamin-D seems to impact steroid production in human 
(Holt et al., 2020). 

M. Monrose et al.                                                                                                                                                                                                                               



Molecular Aspects of Medicine 78 (2021) 100886

5

3.3.2. VDR & sertoli cells 
Vit-D homeostasis and signaling have been demonstrated to play 

some roles in Sertoli cells. Vit-D acts through its conventional nuclear 
receptor and through non-genomic effects (Menegaz et al., 2011). It has 
been suggested that Vit-D signaling pathways might regulate Sertoli cell 
secretory activities, and in turn play some roles in the control of sper-
matogenesis. However, further studies will be necessary to decipher the 
roles of VDR receptors in Sertoli cells through the use of specific inval-
idation of the Vdr gene using the recombinase Cre under the control of 
the AMH promoter sequences. 

3.3.3. VDR and germ cells 
It has been demonstrated that in an aging rat model, Vit-D increases 

cell proliferation and decreases apoptosis. This is associated with a lower 
level of oxidative stress and modulation of the advanced Glycosylation 
End-Product Specific Receptor (AGER). Thus during aging, the altered 
lower levels of Vit-D impacts testicular physiology through the control of 
balance between the proliferation and apoptosis processes (Jeremy 
et al., 2019a, 2019b). 

Interestingly, it has been recently demonstrated that vitamin-D in-
duces modulation of DNA methylation within sperm cells (Xue et al., 
2018), which could thus be hypothesized to impact male fertility. 

This impact of Vit-D/VDR signaling pathways in germ cell has also 
been demonstrated in human as both VDR and Vit-D-metabolizing en-
zymes are expressed in human testis and spermatozoa. In addition, the 
expression of the cytochrome CYP24A1, an enzyme involved in the 
inactivation of Vit-D, has been reported in human spermatozoa. More-
over, the level of CYP24A1 has been suggested to be a marker to 
distinguish normal and infertile men. It has been defined that Vit-D leads 
to an increase of Calcium (Ca2+), which seems to be associated with the 
improvement of sperm motility and of the acrosome reaction in vitro. In 
that line, some epidemiological studies highlight the positive association 
between serum 25-hydroxy-vitamin D (25(OH)Vit-D) concentrations 
and sperm motility in both fertile and infertile men. However, there are 
still some divergences regarding the association between Vit-D levels 
and reproduction parameters such as androgen concentrations, as some 
studies report linear correlation and other suggest a potential inverse U- 
shaped association. Indeed, men with both low and high 25(OH)Vit-D 
concentrations demonstrate poorer gonadal function compared with 
those with intermediate concentrations. This is essential to better define 
the type of association regarding putative treatment of patients with Vit- 
D supplementation (Karras et al., 2016). 

3.3.4. VDR & germ cell cancer 
Testicular germ cell tumors are the most common malignancy in 

young men aged 18–35 years. They are clinically and histologically 
subdivided into seminomas and non-seminomas. Altered levels of VDR 
expression have been reported over the last years in several cancers. In 
the same line, VDR is found at both mRNA and protein levels in testic-
ular germ cell cancers. In addition, it has been established, using cell 
lines of testicular germ-cell cancers, that treatment with Vit-D inhibits 
proliferation of TGCT cell-lines. These data have open research per-
spectives to define whether targeting VDR signaling pathways could be 
used in the treatment of germ cell cancers (Bremmer et al., 2012). 

3.4. Farnesoid-X-receptor and testis 

Bile acids and their signaling pathways have emerged in the last 
decade as regulators of male reproductive function. Bile acids act 
through the modulation of specific receptors. BA acts mainly through 
FXR-alpha (Farnesoid-X-Receptor-alpha; NR1H4) and the G-protein 
coupled membrane receptor (GPBAR-1; TGR5). In the context of this 
review article on nuclear receptors, this part focuses on the roles of FXRα 
within testicular physiology. 

FXRα is expressed in testis from in utero to adult life in both mouse 
and human. The use of mouse models helped to decipher that in 

neonatal life, FXRα is expressed in germ cell (Martinot et al., 2017a) and 
that in the adult testis, it is expressed in the interstitial space and mainly 
in Leydig cells (Volle et al., 2007). Combined these data suggest that 
FXRα participate to the control of the endocrine and exocrine functions 
of the testis. 

3.4.1. FXRα and leydig 
Few years ago, androsterone, a metabolite of testosterone, was 

characterized as an agonistic modulator of FXRα reinforcing the idea 
that FXRα could control testicular androgen synthesis (Wang et al., 
2006). 

In adult mice, FXRα activation by a synthetic agonist (GW4064) re-
sults in a decrease of androgen production. This leads to a lower 
expression of steroidogenic genes as Star, Cyp11a1 or 3β-Hsd (Volle 
et al., 2007). Within the Leydig cells, FXRα induces the transcription of 
the gene encoding the small heterodimer partner (SHP; NR0B2); which 
then inhibits the expression and the activity of LRH-1and SF-1, two 
known regulators of the steroidogenesis. Such negative effects of FXRα 
signaling on steroidogenesis was reported in boar taint (Gray and 
Squires, 2013). 

Interestingly, it has been demonstrated that in experimental models 
where bile acid levels are dramatically increased such as bile-duct 
ligation lower testosterone levels are observed as well as altered pu-
berty phenotypes (Van Thiel et al., 1985). The roles of bile acid signaling 
on puberty onset and male sexual maturation were defined (Baptissart 
et al., 2016). Pubertal exposures to bile acids increase the percentage of 
sterile males at adulthood. This decrease of fertility was correlated with 
a lower production of spermatozoa; which results from a loss of germ 
cell via apoptosis. This later is a consequence of a decreased testosterone 
synthesis. Indeed, it was observed that testosterone supplementation 
restores spermatogenesis. The use of Fxrα deficient mice validate the 
main role of FXRα in these processes. At the molecular level, it has been 
demonstrated that during puberty, FXRα controls the expression of 
Dax-1 (dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, 
on chromosome X, gene 1; NR0B1), a known repressor of steroidogen-
esis (Baptissart et al., 2016). These in vivo data clearly demonstrate the 
impacts of FXRα on androgen steroids. In addition it has been shown 
that, at least in vitro, expression of the aromatase gene as well as estrogen 
levels are both controlled by FXRα (Catalano et al., 2010). 

These data suggest that FXRα exerts a local control of the testicular 
steroidogenesis. Recently, FXRα activation was shown to repress the 
expression of the LH/CG receptor, namely Lhcgr (Baptissart et al., 2016). 
The FXRα signaling pathway alters LH/CG sensitivity of Leydig cells 
both in vitro and in vivo suggesting that FXRα might interferes with the 
hypothalamo-pituitary axis (HPA), which is the main regulator of 
testicular physiology. This crosstalk between HPA and FXRα must be 
quite complex as LH/CG, through protein kinase-A signaling, increases 
the expression of the Fxrα (Holota et al., 2019). 

All the above data suggest a complex negative feedback of steroid 
synthesis involving the hypothalamo-pituitary-gonadal axis and FXRα. 
These are important findings as the control of the Leydig cell functions is 
predominantly mediated by the hypothalamo-pituitary-gonadal axis via 
LH/CG. It highlights that FXRα might act as an important actor of the 
regulation of testicular physiology during puberty. This is of interest in 
order to identify the etiology of primary hypogonadism. 

In addition, within the Leydig cells, it has been demonstrated using 
R2C Leydig tumor cell line that FXRα signaling controls the proliferation 
and the apoptotic processes of Leydig cells. At the molecular level, FXRα 
regulates the expression of the proliferation marker Ki-67 and the 
expression of Tp53 (Catalano et al., 2010). 

3.4.2. FXRα and Sertoli cells 
So far, FXRα has not been detected within the Sertoli cells. However, 

recent data show that Sertoli cells functions are altered in Fxrα− /− males 
(Martinot et al., 2017b). Indeed, during early neonatal life in mice, the 
number of Sertoli cells was higher in Fxrα− /− males than in wild-type 
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controls. This was also observed in older mice (up to 12 months). 
However, no difference was observed in the establishment of a func-
tional blood-testis barrier (BTB). 

3.4.3. FXRα and germ cells 
FXRα has been demonstrated to be expressed in spermatogonia 

(Martinot et al., 2017b) where it seems to play critical role in the 
establishment and the maintenance of spermatogonial stem cell pool. 
This ensures reproductive capacity. 

Recently, using Fxrα− /- mice, unexpected involvement of FXRα on 
germ cell physiology independent of its effects on somatic cells have 
been defined. The data reveal that Fxrα− /− males maintain efficient 
reproductive capacities during aging compared to wild-type control 
mice. This was associated with a greater production of spermatozoa by 
the Fxrα− /− mice. This maintenance of fertility capacities results from a 
higher number of undifferentiated germ cells during aging that ensures a 
better efficiency of spermatogenesis. It was then decipher that FXRα is 
involved in the establishment and maintenance an undifferentiated 
germ cell pool during the neonatal life, and in turn influences male 
fertility. FXRα regulates the expression of several pluripotency factors. 
Among these, in vitro approaches show that FXRα controls the expression 
of the pluripotency marker Lin28 in the germ cells. 

The Fxrα− /− males show an early entry into meiosis compared to 
wild-type males. It might be correlated to the modulation of the retinoid 
metabolism suggested by the lower expression of retinoid-degrading 
enzyme Cyp26b1. 

It has also been demonstrated that FXRα is expressed in human sperm 
cells (Malivindi et al., 2018). Immunofluorescence approaches show 
that FXR is located in the middle piece of spermatozoa. Data showed that 
increasing concentrations of CDCA negatively impact sperm parameters. 
The use of FXRα agonist is associated with increased triglyceride levels. 
This leads to an alteration of metabolic reprogramming of the capaci-
tated sperm. In human sperm cells, FXRα signaling has a negative impact 
of fertilizing activity. It might be hypothesized that bile acid levels could 
be involved in infertility related to cholestatic pathologies either in 
males or females. Combined data in mouse and human showed that the 
lack or inhibition of FXRα in germ cells, either spermatogonia or sperm 
cells must be a way to improve germ cell homeostasis. Thus FXRα status 
and the bile acid levels could be good diagnosis or prognosis markers of 
fertility and it could be propose to use FXRα as a therapeutical target 
through the use of antagonist or blocking antibody to improve germ cell 
capacities at least in cases of pathologies where bile acid levels are 
increased. 

It has been demonstrated that some testicular cells produced primary 
bile acids (Martinot et al., 2017a). This local testicular synthesis of BA is 
altered in Fxrα− /− males. This alteration is even worth Fxrα− /− males fed 
a diet supplemented with BA. This was associated with a drastic germ 
cell loss in few weeks. It has been demonstrated that in these mice there 
is an accumulation of intermediate metabolites of BA synthesis, which 
were previously described as CAR and PXR modulators. Such BA me-
tabolites can also been found in human (Martinot et al., 2017a). Recent 
data have shown the critical role of the 
Constitutive-Androstane-Receptor in this phenotype (Martinot et al., 
2017a). These data open interesting perspectives to better define how 
BA homeostasis contributes to physiological or pathophysiological 
conditions via the modulation of CAR activity. 

3.4.4. FXRα and endocrine disruptors 
All the above data highlight the important roles of FXRα in the 

regulation of the testicular physiology and its associations with testic-
ular abnormalities. Interestingly, over the last decades, environmental 
molecules such as endocrine disrupters (ED) have been suspected to be a 
cause of fertility disorders and of testicular dysgenesis syndrome. EDs 
with estrogenic activities seem to be deleterious for testicular physi-
ology. Interestingly, FXRα interacts with estrogenic signaling pathways 
(Baptissart et al., 2013). Recently a paper from Sèdes et al. showed that 

modulation by Bisphenol-A, an estrogenic ED, and by stigmasterol, an 
antagonist of FXRα lead to impaired fertility through a lower sperm cell 
production, which is associated with the alteration of the establishment 
and maintenance of the undifferentiated germ cell pool (Sedes et al., 
2018). This interaction between both pathways seems to result from the 
downregulation of Fxrα expression following BPA exposure. Interest-
ingly, some effects of the combination of BPA and Stigmasterol expo-
sures were also observed in human testis (Sedes et al., 2018). These data 
show that FXRα activity could be a mediator of the effects of ED on 
testicular physiology even in human. 

4. Conclusions & therapeutical perspectives 

Infertility is a major public health issue defined by the World Health 
Organization as the inability of a couple to conceive after 1 year of 
unprotected regular intercourse. Today, around 15% of couples around 
the world are affected by infertility (Agarwal et al., 2015); the male 
factor being totally or partially involved in 30–50% of cases. 

Male infertility can be divided into 2 categories: abnormalities of 
excretory origin, which define a defect in the delivery of sperm in the 
genital tract, and abnormalities of secretory origin, which describe an 
alteration in the production of gametes by the male gonads. 

Male fertility disorders and testicular damages have been correlated 
with adverse conditions such as exposures to environmental molecules 
(EM, including endocrine disrupters) or metabolic disorders (Bellastella 
et al., 2019; Foresta et al., 2018; Leisegang and Dutta, 2020). However, 
30% of male fertility disorders remain unexplained (García-Baquero 
et al., 2020). It is therefore necessary to better understand the physi-
ology of the testicle in order to identify the causes of infertility that are 
still idiopathic. 

Testicular physiology is modulated by numbers of molecules through 
the interactions between the different cell types of this organ through 
paracrine, autocrine or endocrine factors. Alterations in the homeostasis 
of theses cell types and their secreted factors could lead to the devel-
opment of pathologies. As the nuclear receptors bind small molecules 
capable of regulating their biological activity, they are targeted by 
numbers of physiological molecules and also by exogenous molecules 
such as endocrine disrupters. In that line, numerous studies have high-
lighted the critical roles of some nuclear receptors in testicular physi-
ology and pathologies. Advances in the identification of physiological 
ligands of nuclear receptors have helped the scientific community to 
decipher their roles in physiology and diseases. The knowledge of their 
mechanisms of action is essential as several NRs activation and inhibi-
tion could have opposite or identical effects on particular molecular 
mechanisms (gene regulation). One of the main objectives in the field of 
nuclear receptors is thus to gain a better understanding of the mecha-
nisms underlying their actions in order to selectively modulate their 
activities in specific tissues or cell types. In addition, the characteriza-
tion of the impacts of nuclear receptors during the utero/neonatal 
period is a challenge, because such exposures could lead to immediate 
diseases, but also to diseases later on in adulthood. The identification of 
the precise involvements of the NR signaling pathways could help to 
discover new diagnostic and/or prognostic tools concerning the etiology 
and/or progression of the diseases. In that line, polymorphisms of these 
nuclear receptors could be researched to define diagnosis/prognosis 
marker regarding testicular pathophysiology related at least for fertility 
disorders. 

The data review here sustained the main emerging roles of PPAR, 
VDR and FXR in the male reproductive functions and particularly 
through the control of testicular physiology. These receptors are thus 
important actors to take into consideration to enlarge our knowledge of 
male fertility. These major involvements have been defined using 
experimental models, pharmalogical approaches and also studies on 
human biological samples related to diseases. 

In addition, nuclear receptors could be considered in the future as 
targets, as could be suggested for PPAR or FXR, to be modulated during 
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assisted procreation such as in vitro fecundation to increase the effi-
ciency of the protocols. 

Since the activity of nuclear receptors can be modulated by ligands, 
they are important putative targets for drug development, prompting 
pharmaceutical companies to make efforts in this regard. NR could be 
important for offering personalized medicine in the context of specific 
diseases such as fertility disorders. 

In the last decades, at least PPAR and FXRα appear as key mediators 
of the impacts of environmental molecules, such as endocrine disrupters. 
These data have opened up new research perspectives in a fascinating 
research theme, which poses major problems for present and future 
generations. 

Even if there is still a long way to go, the different aspects of the 
impacts of NR on physiology and/or pathologies highlighted by this 
review support the idea that this area of research will continue to 
fascinate researchers with impacts on clinical approaches to improve 
human health. 
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Cholesterol is essential for mammalian cell functions and integrity. It is an important

structural component maintaining the permeability and fluidity of the cell membrane. The

balance between synthesis and catabolism of cholesterol should be tightly regulated to

ensure normal cellular processes. Male reproductive function has been demonstrated to

be dependent on cholesterol homeostasis. Here we review data highlighting the impacts

of cholesterol homeostasis on male fertility and the molecular mechanisms implicated

through the signaling pathways of some nuclear receptors.

Keywords: cholesterol, fertility, testis, spermatozoa, nuclear receptors

Infertility is a major public health issue defined by the World Health Organization as the inability
of a couple to conceive a child after 1 year of unprotected regular sex. About 15% of couples
worldwide are reported to be infertile (1); and male disorders are diagnosed in 30–50% of cases
(2). Azoospermia is one of the most severe case of infertility; which is defined by the total absence
of spermatozoa in the ejaculate and affects more than 20% of infertile men (3).

Male infertility can be divided into two categories: abnormalities of excretory origin, which
define a defect of sperm delivery in the genital tract and abnormalities of secretory origin, which
correspond an alteration of the production of the spermatozoa by the testis. The aetiologies of
testicular lesions involve multiple genetic, environmental and/or behavioral factors. However, in
30% of cases, male fertility disorders remain unexplained (4). It is therefore necessary to better
understand the physiology of the testis in order to identify the causes of infertility that are still
idiopathic.

Male reproductive function has been demonstrated to be highly dependent on cholesterol
homeostasis. Indeed, cholesterol is the precursor of steroid synthesis which is crucial for normal
sperm production (5–7). Moreover, many experimental and clinical data have highlighted the
importance of lipid metabolism in the control of testicular physiology and male fertility (8). As
example, the depletion of cholesterol in plasma and tissues in a mouse model deficient for the gene
encoding 24-dehydrocholesterol reductase (Dhcr24) leads to mouse infertility (9).

CHOLESTEROL HOMEOSTASIS

Cholesterol is essential for mammalian cell functions and integrity. It is an important structural
component maintaining the permeability and fluidity of the cell membrane. Within the cells,
the cholesterol homeostasis is tightly regulated to ensure normal cellular processes. Cholesterol
homeostasis is strictly regulated at the cellular level.

Cholesterol is also a precursor for steroid hormones synthesis such as bile acids and vitamin D.
Oxidized derivatives of cholesterol, known as oxysterols, are also implicated in numerous biological
processes.
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The main source of cholesterol is food. Dietary cholesterol
is first routed from the small intestine to the liver, and then
redistributed to the requesting organs. Cholesterol is uptake
from lipoproteins; the Scavenger receptor B type 1 (SR-B1) is
the cell surface high-density lipoprotein (HDL) receptor that
mediates HDL-cholesterol ester (HDL-CE) uptake. Next to this,
less than half of the cholesterol originates from de novo synthesis.
Cholesterol synthesis is a multi-step enzymatic process. Synthesis
of cholesterol begins from the acetyl-CoA, which is transported
from the mitochondria to the cytosol. A series of reactions
give rise to Hydroxy-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA), which is
then converted to mevalonate by HMG-CoA reductase. Finally,
multi-steps will then give rise to cholesterol.

The cellular efflux of cholesterol is essential to maintain the
homeostasis, as cells in peripheral organs do not express genes
involved in the catabolism of cholesterol. The efflux of cholesterol
requires acceptors such as HDL. There is either a simple diffusion
(aqueous diffusion pathway) or a facilitated one through SR-BI
pathway. There could also be active process via members of the
ATP-binding cassette (ABC) family transporters such as ABCA1
and ABCG1.

Within the body, the liver plays an important role in
maintaining cholesterol homeostasis by regulating absorption
and synthesis to prevent over accumulation in the plasma
and tissues (10, 11) (Figure 1). The small intestine is also an
important actor of de novo synthesis of cholesterol, bile synthesis,
and absorption and fecal excretion. Molecular mechanisms
involved have been quite well defined in the organs such as liver,
adipose tissue, and intestine (12). The cross talks between liver
and intestine illustrate the complex mechanisms involved in the
regulation of cholesterol homeostasis through the involvement
of several factors such as SREBP-2 (sterol regulatory element-
binding protein), LXR (Liver X receptor, NR1H2, NR1H3), and
FXRα (Farnesoid X receptor, NR1H4). Many studies suggest
that SREBP and LXRs work in a coordinated manner to
maintain cholesterol homeostasis (11, 13). SREBP2 up-regulates
the expression of genes involved in the biosynthesis and uptake
of cholesterol when cholesterol level is low.

LXRα and LXRβ are ligand-activated nuclear receptors;
which are critical for the elimination of excess cholesterol.
LXRα is primarily expressed in macrophages, intestine, liver,
adipose, and kidney, whereas LXRβ is more ubiquitous
(14). The major endogenous LXRs agonists that have been
identified are oxysterols [20(S)-, 22(R)-, 24(S)-, 25-, 27-
hydroxycholesterol; 24(S), 25-epoxycholesterol] and cholesterol
biosynthetic intermediates [desmosterol, follicular fluid meiosis-
activating sterol (FF-MAS), or testis meiosis-activating sterol
(T-MAS)] (15, 16). Two synthetic LXRα/β agonists were
developed and have been used widely such as T0901317 and
GW3965 (17). The physiologically most important oxysterols are
generated in cells by mitochondrial or endoplasmic reticulum
cholesterol hydroxylases belonging to the cytochrome P450
family (CYP46A1, CH25H, CYP27A1 CYP3A4, and CYP7A1).
Several natural compounds derived from plants have also
been shown to activate (phytosterols, diterpenes. . . ) or inhibit
(naringenin) LXRs activity (15). Studies from LXR-knockout
mice have demonstrated that LXRs are important in the

FIGURE 1 | Source of cholesterol.

control of cholesterol homeostasis. Activation of LXRs protects
cells from cholesterol accumulation by suppressing cholesterol
biosynthesis, activating the conversion of cholesterol to bile acids
in the liver, and decreasing intestinal cholesterol absorption (18,
19). Indeed, LXRα-knockout mice fed with a high-cholesterol
diet show accumulation of cholesteryl-esters in the liver (20).
LXRα is the prevalent isoform acting as hepatic sensor of
cholesterol. While Lxrα knock-out mice showed an impaired
hepatic function when fed high fat diet, mice lacking Lxrβ
are able to resist to the deleterious impact of diet enriched in
cholesterol (20, 21).

Cholesterol is the precursor for bile acids (BAs) synthesis
within the liver. These molecules are the main constituents
of bile and ensure solubilisation and emulsification of fat
to help digestion (22). Their synthesis and excretion are
major mechanisms of cholesterol catabolism in mammals.
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Enzymatic modifications of cholesterol result in the production
of primary BAs: cholic acid (CA) and chenodeoxycholic (CDCA)
(23). There are two main BA synthesis pathways (24). The
≪classical≫ pathway involves CYP7A1 and CYP8B1 enzymes
while the ≪alternative≫ pathway involves the cholesterol
27-hydroxylase CYP27A1 and 25-hydroxycholesterol 7-alpha-
hydroxylase CYP7B1. Before their excretion, BAs are, in part,
conjugated with glycine or taurine in the liver. This leads to
the production of tauro-, or glyco-conjugates BAs. Stored in the
gallbladder, primary BAs and conjugates are discharged during
the meal into the duodenum to facilitate fat digestion. In the
ileum, BAs are in part deconjugated and modified to give rise to
secondary BAs (25). Deoxycholic acid (DCA) and lithocholic acid
(LCA) are derived respectively from CA and CDCA. BAs have
been described as signaling molecules that signal through two
main receptors: the nuclear Farnesoid X receptor alpha (FXRα;
NR1H4) (26–28) and the membrane G protein-coupled bile acid
receptor TGR5 (GPBAR1) (24, 29).

In addition, the nuclear receptor FXRα plays important role
on cholesterol homeostasis through the regulation of bile acid
metabolism in the liver and in the intestine. In the liver, FXR
reduces the expression of the genes encoding key enzymes of
bile acids biosynthesis pathways: the cholesterol 7α-hydroxylase
(Cytochrome P450 7a1; CYP7A1) and the sterol 12α-hydroxylase
(CYP8B1). In the intestine, FXRα activates the expression of
the Fibroblast Growth Factor 19 (FGF19 in human) or FGF15
(mouse) which acts in an endocrine manner on hepatocytes via
the Fibroblast Growth Factor Receptor 4 (FGFR4) to repress
Cyp7a1 expression (30, 31).

THE TESTIS, CHOLESTEROL
HOMEOSTASIS

The testis produces male gametes, namely spermatozoa. It is
composed of a network of seminiferous tubules, separated from
each other by the interstitial space. These two compartments
define the two major functions of the testis with the production
of gametes (exocrine function) and sexual hormone (endocrine
function). Leydig cells within the interstitial space provide part of
the endocrine function, and the exocrine function takes places
within the seminiferous tubules. Their efficiencies are based
on the specific actions of the different cell types and their
interactions.

The purpose of this special issue is to collect recent
acquisition on the role of cholesterol and/or derivatives as
signaling molecules, whose alteration can determine the onset or
progression of different pathologies. Here, we will highlight the
roles of pathways activated by cholesterol and derivatives through
nuclear receptors on male fertility disorders.

The Testicular Endocrine Function
In human and rodents, testosterone is themain type of circulating
androgens, which is mainly synthesized by the Leydig cells. Testis
also produces small amounts of other hormones such as estrogen
and progesterone.

Maintenance of an adequate concentration of intra-
testicular testosterone is essential for testicular function,
especially for spermatogenesis (32). The hypothalamo-pituitary
axis exerts a major control on testicular steroidogenesis.
Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) secreted by
the hypothalamus, stimulates the synthesis and release of
Luteinizing Hormone (LH) and Follicle Stimulating Hormone
(FSH) by the gonadotropic cells of the anterior pituitary
(33). The LH acts directly on the Leydig cells to control their
steroidogenic activity via the activation of the luteinizing
hormone/choriogonadotropin receptor, LHCGR. In return,
sex steroids exert a negative feedback on their own synthesis.
LH is involved in the regulation of steroidogenesis at different
levels. LH pathway promotes the activation of cholesterol ester
hydroxylase increasing the free cholesterol pool (34) and also
promotes the transfer of cholesterol from the outer membrane to
the inner membrane of the mitochondria. LH signaling pathway
leads to the transcriptional activation of LH target genes such as
StAR (35), Cyp11a1 (36), and 3βHsd (37).

The major role of cholesterol in the endocrine function has
been well established, as cholesterol is the precursor of steroids.
There are multiple sources of cholesterol that contribute to
steroidogenesis such as de novo synthesized, (b) stored cholesteryl
esters, exogenous lipoprotein-supplied cholesterol as well as
plasma membrane-derived cholesterol. The plasma lipoproteins
are the main source of steroid synthesis. The homeostasis of
the interstitial tissue, mainly in Leydig cells, involved factors of
cholesterol homeostasis such as HMG-CoA reductase, HSL, and
ACAT (38, 39). Among others, the links between cholesterol
and steroid synthesis are highlighted by the control of the
SCAP/SREBP pathway, a regulator of cholesterol homeostasis by
cAMP the secondary messenger of the LH pathways.

Sex steroid hormones share a common biosynthesis pathway,
with cholesterol as unique precursor. Leydig cells are able to
de novo synthesize cholesterol or can also use stored cholesterol
ester to ensure steroidogenesis function (40). A recent study
shows that the plasma membrane is one of the richest source
of free cholesterol available for acute steroidogenesis (41).
The first enzymatic step of steroidogenesis involves the
conversion of cholesterol to pregnenolone, which occurs within
mitochondria. It requires the transport of cholesterol from
the outer mitochondrial membrane to the inner membrane.
This limiting step is mainly provided by the Steroidogenic
Acute Regulatory protein (STAR) (42). This crucial point
has been highlighted by the use of transgenic mouse models.
Mice lacking Star present gonadal insufficiencies due to
steroidogenesis defects associated with lipid accumulation in the
interstitial compartment (43). Recently, using a mitochondrial
reconstitution assay system, it has been shown that SNARE
proteins (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment
protein REceptor) are vital components contributing to
cholesterol transport within the mitochondria (44). Then,
the biosynthesis involves the oxidative cleavage of the side-
chain of cholesterol by cholesterol side-chain cleavage enzyme
(cytochrome P450scc, CYP11A1), a mitochondrial cytochrome
P450 oxidase, to give pregnenolone (45). Pregnenolone may
be converted to testosterone through two pathways called
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Delta 4 (14) and Delta 5 (15) (46). The Delta 4 (14) pathway
involves conversion of pregnenolone to progesterone by the
action of the enzyme 3β-Hydroxysteroid Dehydrogenase
(3βHSD). Progesterone is then metabolized by cytochrome P450
17α-hydroxylase/17,20 lyase (CYP17A1) in androstenedione,
substrate of the 17β-hydroxysteroid dehydrogenase enzyme
(17βHSD) for testosterone synthesis. The Delta 5 (15) pathway
is initiated by the CYP17A1 enzyme, that allows the conversion
of pregnenolone to dehydroepiandrosterone (DHEA). Then,
17βHSD and 3βHSD enzymes ensure its conversion into
androstenediol or androstenedione, and testosterone. The
3βHSD enzyme allows switching from 15 to 14 pathway. In
primates including humans, the 15 pathway predominates
because CYP17A1 enzyme has a low activity 17, 20 lyase for
the conversion of 17α-hydroxyprogesterone to androstenedione
(47, 48). A recent proteomic analysis of murine testis lipid
droplets (LDs) revealed that these LDs contained a large
number of enzymes involved in metabolism and steroidogenesis.
Testicular LDs could be an active organelle functionally involved
in steroidogenesis (49).

Androgens exert autocrine action on Leydig cells via the
androgen receptor (AR) to control their own synthesis. The
AR knockout mice in Leydig cells have decreased plasma
testosterone concentrations, despite high rates of LH. This hypo-
androgenicity is explained by a defect in the expression of
key genes encoding steroidogenic enzymes Cyp17a1, 3βhsd,
and 17βhsd. This was shown to be associated with an arrest
of spermatogenesis at the stage of round spermatid causing
infertility (50, 51). In humans, mutations on the gene encoding
the receptor of adrogen AR (NR3C4) result in androgen
resistance syndrome (52). Estrogen action is also important in
regulating testicular function. Estrogen mainly mediated their
signal through the activation of two specific estrogen receptors
(ER), ERα and ERβ (53, 54). Estrogen effects on steroidogenesis
have been elucidated using mouse model. It has been shown
that ERα regulates fetal and neonatal steroidogenesis and ERβ

is implicated in the control of neonatal gametogenesis. Erα is
express in Leydig cells during fetal and neonatal life and its
deletion increases testosterone production during fetal life from
13.5 dpc (55). In human, estrogens also play a crucial role in
the control of reproductive functions. Studies in patients with
inactivating mutations of ERα or CYP19 (aromatase cytochrome
P450) suggest a role of estrogens signaling in human male
fertility (56). Next to the steroid receptors, it has been shown
that numerous nuclear receptors are implicated in the regulation
of steroids synthesis. This was recently well reviewed (57,
58). Nuclear receptor family has been described to locally
control the expression and activity of enzymes involved in
steroidogenesis. Among these, the Steroidogenic Factor 1 (SF-
1) and the Liver Receptor Homolog 1 (LRH-1) are positive
regulators of hormone steroids synthesis. They stimulate the
expression of common target genes such as Star, Cyp11a1,
Cyp17a1, and 3βhsd encoding enzymes of steroidogenesis (59–
62). SF-1 and LRH-1 are also involved in the regulation of
cholesterol biosynthesis by regulating the expression of Sr-
b1 (scavenger receptor class B type I) gene which provides
plasma cholesterol to steroidogenic tissues (63, 64), and the

enzyme Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase and reductase
(HMG CoA) involved in the biosynthesis of cholesterol (65,
66).

In addition, it has been shown that LXRα is expressed within
Leydig cells (8, 67, 68). It was demonstrated that in 2.5-month-
old LRXα-deficient mice, testosterone production is significantly
lower than in wild type control mice. This was associated with a
decrease of the expression of 3βhsd enzyme (67). Interestingly,
LXR agonist T0901317 increased testosterone concentration in
wild-type mice in association with an accumulation of StAR at
both mRNA and protein levels (67).

Next to this, a negative regulation of steroid synthesis
involving receptors of bile acids has been defined as an important
regulator of testicular physiology. BAs receptors, FXRα and
TGR5, are expressed within the testis (69, 70) and have been
recently shown to be implicated in testis dysfunction (71).
Detectable levels of bile acids have been measured in the testis
of mice in normal physiological conditions (72) and recently, it
was shown that testis expresses key enzymes of BAs synthesis and
is able to produce BAs (73).

The bile acids nuclear receptor FXRα is implicated in
steroidogenesis regulation. In 2007, the presence of FXRα

within mouse Leydig cells was demonstrated for the first
time (69). While Fxrα−/− male presented the same plasma
testosterone level than control mice, induction of FXRα with
a synthetic agonist in wild type mice results in a decrease
of androgen production independently of the hypothalamo-
pituitary axis. The activation of the FXRα receptor in Leydig
cells induces transcription of the gene encoding the orphan
nuclear receptors SHP (Small Heterodimer Partner, Nr0b2)
and DAX-1 (dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia
critical region, on chromosome X, gene 1, Nr0b1), two orphan
nuclear receptors, which are negative regulators of steroidogenic
Leydig cells activity. Indeed, SHP AND DAX-1 inhibit the
expression of Lrh1 and Sf1. SHP also interacts with LRH1
thereby inhibiting its trans-activating activity. This decreases
expressions of genes encoding key enzymes of steroidogenesis
and thus leads to lower testosterone levels (69). In that
line, through the regulation of the endocrine function, it
has been demonstrated that BA-FXRα pathways also regulate
male sexual maturation (74). Mice fed a diet supplemented
with BAs during pubertal age show increased incidence of
infertility. This is associated with altered differentiation and
increase apoptosis of germ cells due to lower testosterone
levels. This is sustained by the fact that supplementation
with testosterone abolished the effect of CA-diet on germ cell
apoptosis.

These overall data clearly suggest a complex regulation of
testicular steroidogenesis by nuclear receptors whose activities
are regulated by cholesterol derivatives such as oxysterols and bile
acids (Figure 2).

The Testicular Exocrine Function
Germ cell differentiation is closely related to somatic Sertoli
cells functions, which provide structural and nutritional supports
(Figure 3).
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FIGURE 2 | The endocrine function. Steroidogesesis occurs in Leydig cells

from cholesterol. The first step involves the STAR protein which allow the

transport of cholesterol within the mitochondria. Then, cholesterol is converted

in pregnenolone by the CYP11A1 enzyme. Several enzymatic transformation

steps will convert pregnenolone into testosterone. The differents enzymes are

marked in blue. LH via it receptor (R-LH) induces the increase expression of

some key enzymes of spermatogenesis. Some nuclear receptors have been

described as regulators of spermatogenesis. (A) The activation of LXRs by a

synthetic agonist induces the upregulation of Star. (B) The activation of FXRα

by a synthetic agonist induce the increase Shp of Dax1 which in turn inhibits

the trans activating activity of SF1 and LRH1 on the promotor of steroidogenic

enzyme such as Star, Cyp11a1, and 3bhsd. STAR, steroidogenic acute

regulatory protein; Cyp11a1, cytochrome p450scc cholesterol side chain

clivage; Cyp17a1, cytochrome P450 17α-hydroxylase/17,20 lyase; 3βHsd,

3β·hydroxysteroid dehydrogenase; 17βHsd, 17β-hydroxysteroid

dehydrogenase; DHEA, dehydroepiandrosterone; RXR, retinoid acid receptor;

LXR, liver X receptor; FXR, farnesoid X receptor; Shp, small heterodimer

partner; Dax1, dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical

region, on chromosome X, gene 1; SF1, steroidogenic factor 1; LRH1, liver

receptor homolog 1.

The Sertoli Cells
One primary function of Sertoli cells is to set up the blood
testis barrier (BTB) at puberty under the action of androgens,
retinoids and thyroid hormones (75–77). The BTB is composed
of specialized junctions established between adjacent Sertoli cells
near the basement membrane of seminiferous tubules. That
defines Sertoli cells polarity giving them different structural and
functional poles. The BTB divides the seminiferous tubules in
basal and apical compartments. Self-renewal and differentiation

of spermatogonia as well as progression to the stage pre-
leptotene spermatocyte I occur in the basal compartment. The
two meiotic divisions and post-meiotic steps take place in
the apical compartment. The BTB regulates and restricts the
passage of nutritional substances, vital molecules, and toxic
compounds in the apical compartment of the seminiferous
tubules. BTB also defines an immune privileged environment.
It isolates many antigens present on the surface of post-meiotic
germ cells from the systemic circulation thus preventing the
emergence of the corresponding antibodies and autoimmune
diseases leading to infertility (78). Sertoli cells also participate to
the secretion of components of the extracellular matrix necessary
to maintain the integrity of the seminiferous epithelium and
intercellular junctions (79). In addition, they synthesize proteases
and protease inhibitors contributing to the dynamic of junction
complexes allowing the migration of germ cells (80). Sertoli
cells provide a set of essential nutrients for germ cells survival
and differentiation, including amino acids, carbohydrates, lipids
and vitamins (80). Sertoli cells are able to metabolize glucose
into pyruvate and lactate (81) which is the preferential energy
substrate for post-meiotic germ cells to support their metabolic
activity. Sertoli cells secrete numerous growth factors modulating
the proliferation and/or differentiation of germ cells (82). In
addition Sertoli cells secrete severals transport proteins that
will ensure the passage of metal ions (Transferrin) (83) or
hormone (androgen-binding protein, retinoid binding protein)
(84) through the BTB for the metabolic requirement of the
post-meiotic germ cells.

Sertoli cells provide large amounts of lipids used for
spermatogenesis. In vitro, it has been demonstrated that Sertoli
cells are able to synthesize cholesterol from acetate (85). However,
this de novo synthesis is not a sufficient source of cholesterol
to ensure spermatogenesis in vivo. Therefore, it is necessary
to import cholesterol from the blood circulation. In rodent,
it has been demonstrated that high density lipoprotein (HDL)
is the primary source of cholesterol used by Sertoli cells (86).
The high-density lipoprotein transporter SR-B1 is essential to
import cholesterol from blood. SR-B1 is an integral membrane
glycoprotein expressed in Leydig and Sertoli cells (87, 88).
This transporter facilitates the uptake of HDL. It has been
demonstrated that the overexpression of SR-B1 is associated
with an increase of esterified cholesterol in Sertoli cells (89).
SR-B1 is also implicated in the phagocytosis of apoptotic germ
cells. This may also increase cholesterol levels in Sertoli cells
(90). Another important point is the elimination of cholesterol
overflow. Cholesterol is esterified and stored in lipid droplets
to limit toxicity. Sertoli cells maintain cholesterol homeostasis
through reverse cholesterol transport. This reverse transport
primarily relies on the cholesterol transporter ATP-binding
cassette A1 (ABCA1) (91). Genetic mutations in ABCA1 lead
to the absence of HDL in the plasma and the accumulation
of esterified cholesterol in tissues, increasing the incidence of
atherosclerosis (92). ABCA1 is highly expressed in the testis and
it was observed that within the seminiferous tubules, ABCA1 is
more expressed in Sertoli cells (91). Authors demonstrated that
TM4 Sertoli cells lacking Abca1 or primary Sertoli cells cultured
from Abca1−/− mice fail to efflux cholesterol. In vivo, Abca1−/−
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FIGURE 3 | The exocrine function. (A) A large amount of lipids used for spermatogenesis are provided by Sertoli cells. In vitro, it has been demonstrated that Sertoli

cells are able to synthesize cholesterol from acetate. Therefore, it is necessary to import cholesterol from the blood circulation. high density lipoprotein (HDL) is the

primary source of cholesterol used by Sertoli cells. SRB1 facilitates the uptake of HDL within mitochondria. Sertoli cells maintain cholesterol homeostasis through

reverse cholesterol transport which relies on the cholesterol transporter ATP-binding cassette A1 (ABCA1). LXR/RXR heterodimers increase the cellular cholesterol

content by enhancing the levels of SREBP-1c and decrease cholesterol levels by increasing ABCAI expression. (B) Germ cells are able to produce cholesterol de

novo. Cholesterol de novo synthesis was increased during the development of pachytene, leptotene, and zygotene stages of spermatocyte I. During the latest steps,

the hormone sensitive lipase (HSL) mediates the hydrolysis of cholesterol esters. The bile acids nuclear receptor FXRα regulate germ cell physiology. FXRα inhibits the

expression of the pluripotency marker Lin28. FXR−/− mice present an increase number of undifferenciated spermatogonia that induce an increase number of

spermatozoa. The G coupled bile acids receptor TGR5 also regulates germ cell physiology. Activation of TGR5 by Bile acids in spermatocytes decrease Cnx43

expression inducing the rupture of blood testis barrier. Nuclear receptor for oxysterols LXRs are also important regulators of germ cells physiology. In LXR−/− mice,

germ cells apoptosis increase while there is a decrease in the proliferation rate. This could explain the complete loss of germ cells in these mice leading to infertility.

mice present lipid accumulation in Sertoli. At 6 months, intra-
testicular testosterone levels and sperm counts are significantly
reduced in Abca1−/− mice compared with controls. Thereby, the
fertility of Abca1−/− mice is reduced across their reproductive
lifespans. These results indicate that ABCA1 play important role
to Sertoli cells function and male fertility.

Regarding the cellular signaling, it has been demonstrated
that LXRβ is expressed in Sertoli cells. The Lxrβ−/− knockout
mice are fertile with few observed defects (57, 67). However,
these mice present cholesteryl ester accumulation in the
Sertoli cells. This is associated with a decrease of germ cell
proliferation rate. Interestingly, it was shown that men with
azoospermia present a significant decrease of Lxrβ expression
within the testis associated with fewer proliferating germ cells
(93). Mice deficient for both LXRs isoforms present progressive

testicular degeneration associated with germ cell depletion.
Lxrα−/−;Lxrβ−/− are reported to be infertile by 7–9 months of
age (67, 68). As in Lxrβ−/− mice, lipid accumulation in Sertoli
cells appears to be the earliest phenotype of Lxrα−/−;Lxrβ−/−

mice. A recent study further investigate the roles of LXRβ in
Sertoli cells by generating a mouse model that re-expresses Lxrβ
only in Sertoli cells in the Lxrα−/−;Lxrβ−/− mice (94). Authors
showed that this Lxrβ re-expression is fundamental for Sertoli
cells to maintain functional BTB and to sustain the germ cell
pool. As expected, Lxrβ re-expression restored lipid homeostasis
in Sertoli cells and regulates the endocrine function of Leydig
cells. However, these mice are infertile with spermatogenesis
defects. Furthermore, it was also demonstrated that wild-type
animals exposed to the synthetic LXR agonist T0901317, within
diet, exhibited increased levels of the LXR target genes sterol
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regulatory element-binding protein-1c (SREBP-1c) and ABCA1
(14, 95). Another study comforts the previous results in MSC-
1 cells treated with T0901317 where ABCA1 levels were also
increased (68).

These data clearly demonstrate the main roles of LXRs in
the regulation lipid homeostasis of Sertoli cell and thus male
fertility.

The Germ Cell Lineage
Spermatogenesis is a highly coordinated process leading to the
production of male haploid gametes differentiated from diploid
germ stem cells. Spermatogenesis begins with a proliferative
phase with the differentiation of type A spermatogonia located
in contact with the basement membrane of the seminiferous
tubules. As (A single) spermatogonia possess the ability to renew
the population of undifferentiated germ cells. Spermatogonia can
also enter in the differentiation process. Then spermatogonia
engaged in meiosis, the diploid spermatocyte gives rise to
haploid cells called secondary spermatocyte or spermatocyte
II and then round spermatids. Meiosis step is followed by
spermiogenesis; which is the terminal process of spermatogenesis
differentiation. The spermatids nucleus will be reorganized
leading to chromatin compaction (96). Firstly the majority of
histones is replaced by small basic transition proteins (TNP1
and TNP2). Secondly, transition proteins will be replaced by
specific testis nuclear protein, protamines (PRM1 and PRM2)
(97) to protect the genome from physical and chemical
attack.

There is an intimate association between cholesterol
metabolism and fertility during spermatogenesis. Cholesterol
is required for the mass production of germ cells during
spermatogenesis. A study determined that cholesterol de novo
synthesis was increased during the development of pachytene,
leptotene, and zygotene stages (98), which was associated with
increased diameter and surface area of germ cells. In later stages,
the rate of cholesterol synthesis tends to decrease and remains
low throughout the following phases of spermatogenesis. During
the last steps of spermatogenesis the Hormone-sensitive lipase
(HSL) is known to mediate the hydrolysis of cholesterol esters.
It has been shown that the HSL is localized in elongating
spermatids and spermatozoa. The most striking phenotype of
Hsl−/− mice is male sterility caused by oligospermia (99).Hsl−/−

mice were found to accumulate diacylglycerols and cholesterol
esters in the testis. A recent study further investigate Hsl−/−

mice testis. Authors showed that spermatogenesis is arrested
just before spermiogenesis elongation step (100). An important
pathway of lipid metabolism must be lost in Hsl−/− testes
causing an arrest of cell differentiation.

Like any animal cell, spermatozoa have a lipid bilayer
plasma membrane. The proportion of the different constituents
gives to the spermatic plasma membrane unique properties.
The spermatic membrane has been shown to be rich in
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) important for ensuring
the viability and mobility of the spermatozoon (101–103). The
high proportion of PUFA also seems to play an important role
in the process of membrane fusion between spermatozoon
and oocyte. Indeed, PUFAs contribute to flexibility and

membrane fluidity (104, 105). The high proportion of
PUFA, especially docosahexaenoic acid (DHA) in humans,
is important for fertility. Indeed, one study showed a decrease
in PUFAs and an increase in saturated fatty acids (SFA) in
spermatozoa of asthenozoospermic men compared to sperm
of normozoospermic men (106). Another study also found
a negative correlation between body mass index and DHA
and a positive correlation between DHA and normal sperm
parameters (107). Sterols are the second major components
of the plasma membrane. Cholesterol is the most abundant
sterol found in the spermatic membrane of many species
(102). Spermatozoa are enriched in cholesterol within the
seminiferous tubules. Indeed, in the spermatocyte stage, the
germ cells are able to synthesize de novo cholesterol to allow
the increase of their membrane surface (98). Sertoli cells also
participate in this process by providing to sperm cells de
novo synthesized cholesterol or derived from the bloodstream
(85, 89). More recently, the presence of oxidized cholesterol
derivatives has been described in several species including
mice (108). These oxysterols could influence the membrane
fluidity (109). The spermatic membrane is also composed of
complex lipids such as phospholipids (PL) and sphingolipids
(77, 85). The lipid composition of spermatozoa is of great
importance during capacitation in the female genital tract
and also in membrane fusion events during fertilization. After
spermiation, the lipid composition of the spermatic membrane
is not definitive and will undergo many modifications during the
epididymal transit and the capacitation process. Lipids largely
influence post-testicular maturation of spermatozoa. During
the epididymal transit, the lipid composition of the gamete is
strongly reshuffled (110–112). These modifications influence
the membrane dynamics in order to confer greater membrane
fluidity. These lipid rearrangements are finely regulated. The
epididymis produces lipid vesicles allowing protein transfer to
spermatozoa. Finally, capacitation is a stage of post-testicular
maturation partly regulated by the lipid composition of the
spermatic membrane (113). Therefore, regulation of the lipid
profile of gametes is essential for maintaining male fertility.
It has recently been shown that the lipid composition of
spermatozoa varies according to the dietary intake of lipids
(114), demonstrating a direct correlation between diet and
gamete composition.

Mammalian spermatozoa are specialized and polarized
cells, with one specific function which is the fertilization
of the female oocyte. This fertilizing capacity is acquired
during a multistep process after spermiation called post
testicular maturation. Spermatozoa maturation starts during
its epididymal transit and ends in the female genital tract.
The maturation of spermatozoa remains the major function
of the epididymis. Epididymal maturation is essential for the
acquisition of fertilizing power but is also essential to ensure
normal embryonic development (115). Epididymal maturation
consists of morphological, functional, and biochemical
changes.

Regarding the signaling pathways involved, the LXR signaling
pathways control implicated in the regulation of spermatogenesis
(67). Spermatogenesis results from a balance between cell

Frontiers in Endocrinology | www.frontiersin.org 7 July 2018 | Volume 9 | Article 369

https://www.frontiersin.org/journals/endocrinology
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/endocrinology#articles


Sèdes et al. Cholesterol and Male Fertility

proliferation, cell differentiation, and cell death. Proliferation
and apoptosis are respectively altered in Lxrβ−/− and Lxrα−/−

mice, whereas these mice did not show any fertility troubles. In
the Lxrβ−/− mice the lower proliferation rate was compensated
by a decreased apoptosis rate and in Lxrα−/− mice the higher
apoptosis level was associated with an increased proliferation
rate. The lack of both LXRs led to a dramatic decline in
proliferation and increase in apoptosis. This could explain the
complete loss of germ cells in these mice and thus infertility.
Recently, the implication of LXRs in the physiopathology
of defective spermatogenesis in non-obstructive azoospermia
(NOA) patients was investigated (93). Indeed, abnormalities
observed in NOA patients look like those observed in Lxr−/−

mice. It has been shown that Lxr mRNA levels were decreased
in NOA specimens and positively correlated with germ cell
number. As expected, authors showed a decreased level of Idol
(Inducible Degrader of the LDL receptor) and Srebp1c (Sterol
regulatory element-binding protein 1), which are LXR target
genes.

Next to this, a recent study has shown that the G coupled
bile acids receptor TGR5 was expressed within the testis (70).
It has been shown that BA-TGR5 signaling pathways alter
testicular epithelium integrity leading to adult male fertility
disorders (72). Indeed, after 4 months of dietary cholic acid (CA)
supplementation, 25% of male mice were sterile and in fertile
ones a 20% decrease of pups per litter was reported. Male exposed
to BAs presented lower spermatozoa in the tail of the epididymis
explaining the fertility defect. Interestingly, authors showed that
Tgr5−/− mice were preserved of the CA deleterious effects on the
testis. At the molecular level, BAs exposure induced a repression
of cell-cell interactions network through the down-regulation of
N-cadherin as well as connexin 43 (CX43) expression. This leads
to germ cell sloughing, rupture of the BTB and then spermatids
apoptosis. In humans, a reduction in the expression of CX43 was
shown to be associated with the degree of spermatogenesis defect
(116–118).

Recently, it has been shown that bile acids nuclear receptor
FXRα regulates germ cell physiology (73). Authors showed that
FXRα plays a role in the establishment and maintenance of
the undifferentiated germ cell pool that in turn influences male
fertility. Fxrα−/− males present an extended fertility with aging.
In Fxrα−/− males, the maintenance of fertility capacities results
from a higher number of undifferentiated germ cells during aging
associated with high spermatozoa production. FXRα regulates
the expression of several pluripotency factors within the germ
cell lineage. In vitro approaches show that FXRα controls
the expression of the pluripotency marker Lin28 in the germ
cells.

Obesity and Male Fertility
In the last decades infertility has become a global public
health issue affecting 15% of all reproductive couples. It has
been estimated that 70 million couples worldwide experience
subfertility or infertility (119). Male factors are responsible for
∼25% of cases of infertility (2). Currently, the etiology of
low semen quality is poorly understood. Many physiological,
environmental and genetic factors have been implicated (120).

Metabolic syndrome (MetS) is a group of risk factors such as
high blood pressure, high blood sugar, unhealthy cholesterol
levels, and abdominal fat. The association between MetS and
male hypogonadism is well established and reviewed (121).
Cross-sectional studies have found that between 20 and 64% of
obese men have low total testosterone levels (122). A number of
studies also show that low testosterone is associated with insulin
resistance and an increased risk for diabetes mellitus and MetS
in men. Testosterone supplementation seems to be beneficial
on inflammation, muscle mass, lipid profile, sexual function,
and improves comorbidities of obesity, MetS, or cardiovascular
disease in males (121).

Evidence from human studies indicates that male obesity
and components of the diet could play an important role
in the deregulation of spermatogenesis, sperm maturation, or
fertilizing ability. Obese or overweight men could present a
decrease sperm quantity, quality, and motility (123, 124). A
study showed differences between obese and lean patients
regarding the acrosome reaction (125). Sperm acrosome reaction
is impaired in obese men associated with altered circulating
levels of estradiol and sperm cholesterol content. Obese men
can also present an increase sperm DNA damage or lower
embryo implantation rate (122, 126). The majority of studies
in humans focuses on the impact of obesity on male fertility
and do not take into account the plasma lipid profile. It is
reported that 65% of infertile men show hypercholesterolemia
and/or triglyceridemia (127). The impact of dyslipidemia on
male fertility remains controversial. Even if cholesterol and
lipid homeostasis is essential for male fecundity (57, 128), a
recent study reported that hypercholesterolemia is not associated
with sperm concentration or motility in men (129). It has
also been shown that there is no correlation between sperm
concentration and serum total cholesterol or triglyceride in
human (130).

Some animal studies revealed that high cholesterol diet can
impair fertility and lower sperm quality. Rabbit fed a High fat
diet (HFD) is an experimental model of metabolic syndrome
(MetS) that closely similar to the human syndrome (131–
133). This model has been characterized by hyperglycaemia,
hypercholesterolemia, hypertension, hypogonadotropic
hypogonadism, penile alterations (131, 132, 134) or nonalcoholic
steatohepatitis. This model is very useful to study the deleterious
impact of MetS symptoms such as hypercholesterolemia on male
fertility. It has been demonstrated that supplementation with
testosterone (131, 132) with the FXRα agonist the obeticholic
acid (133, 134) normalize several MetS symptoms including
HFD-induced penile alterations. These animals presented
abnormal sperm morphology, decreased sperm number and
declined percentage of motile sperm or acrosome reaction
(134–136, 138, 139). It has been shown that administration
of tamoxifen, used in the treatment of idiopathic male
infertility to HFD rabbits partially restored sperm motility,
but further decreased morphology and increased spontaneous
acrosome reaction (136). It has also been shown that hyper-
cholesterolemic rabbits present lower testicular efficiency
related to both a decrease in spermatogonial cells and an
increase in germ cell apoptosis (137). On the other hand,
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spermiogenesis, which is the last step of spermatogenesis,
was also affected in these animals. In post-meiotic germ cells
from hyper-cholesterolemic rabbits, abnormal development
of acrosome, nucleus, and inaccurate tail implantation were
associated with actin–alpha-tubulin–GM1 sphingolipid altered
distribution. It was recently shown in rabbits that a cholesterol-
enriched diet increased lipid deposition in the seminiferous
tubules and disrupted the BTB (138). Total protein levels
of the tight-junction protein 1 (ZO-1) and occludin and
their distribution patterns were markedly affected, impairing
fertility.

A similar study has demonstrated a disruption of BTB in mice
exposed to High Fat Diet (HFD) (139). It has been reported
that male rodents exposed to HFD present a decreased number
of motile spermatozoa associated with a decline of fertilization
rates (140–142). Intracellular reactive oxygen species (ROS) and
sperm DNA damage were elevated in the HFD group compared
with controls that could explain the decrease sperm motility
(141). It has been demonstrated that HFD induces a decrease
in testosterone production associated with a decrease level of
steroidogenic enzyme (143, 144). A recent study suggests that the
increase of autophagy process could be a cause of fertility defects
induced by HFD (145). Authors demonstrate that inhibiting
autophagy with chloroquine improves the decreased fertility
of HFD male mice. Furthermore, the excessive activation of
autophagy was also observed in sperm samples from obese,
sub-fertile male patients.

In addition, some studies were interested in the impact
of paternal or maternal exposure to HFD on male offspring
(146, 147). It has been shown that preconception exposure of
fathers to HFD impairs the motility of spermatozoa of male
offspring, despite their control diet consumption (146). Feeding
females with a HFD through pregnancy and lactation induces
a decrease on LH and testosterone levels in male offspring
(147). If translatable to human health, these studies suggest that
reproductive defects may be amplified throughout generations
because of calorie dense diet.

Interestingly, in the last decade, it has been proposed that
derivatives of bile acids (BAs) could be interesting molecules
for the treatment of metabolic diseases such as diabetes or
obesity. Regarding the links between BA signaling pathways and
male testicular physiology (72–74), a study has investigated the
consequences of a long term exposure to molecules that activate
BA signaling pathways to treat obesity. For that purpose, mice
were fed HFD to induce obesity and concomitantly treat with
BAs (148). Even if BAs improves abnormalities induced by the
HFD such as body weight, glycemia, or lipidic profiles, co-
exposure of HFD and BAs leads to a higher level of infertility.
This was associated with altered germ cell proliferation, default
of endocrine function and abnormalities in cell-cell interactions
within the seminiferous tubule.

CONCLUSIONS

Male fertility disorders represent serious health problem and in
30% of the cases the cause remains unknown. Understanding

the various pathologic mechanisms causing male infertility
represents an active area of research. As reviewed here,
cholesterol homeostasis is crucial for testicular functions such as
steroidogenesis, Sertoli cells function, or germ cell differentiation.
Thus, altered concentrations of plasma cholesterol can affect
the reproductive function leading to male infertility. This link
between lipid homeostasis and male fertility disorders is clearly
evident in patients suffering from hyperlipidemia or metabolic
syndrome. Lipid-lowering drugs could probably ameliorate some
reproductive symptoms. However, epidemiological data are
currently scarce and controversial.

All these data could help in proposing new molecular markers
to diagnose cases of infertility or to define whether the results
obtained on the incriminated nuclear receptors LXRs and FXRα

which can be modulated by ligands can lead to concepts
transferable to the clinic either to develop new strategies to
treat infertile men or new approached for male contraception.
Such perspectives will require the development of testicular-
specific LXR or FXR modulators to treat testicular disorders and
therefore male disorders without causing their impacts that may
lead to metabolic disorders.

In the opposite way, modulating some of these receptors
through the use of agonist or antagonist molecules would
improve the symptoms of metabolic syndrome diseases.
However, it has been shown in mice that modulating nuclear
receptors signaling induce deleterious effects on testicular
physiology leading to infertility. In that line, as molecules
modulating the BA receptor signaling pathways have been
proposed to treat metabolic diseases, it will be important to define
the molecular mechanisms involved in the deleterious impact
of BAs on testis physiology. Such studies will be essential to
define how to pharmacologically or genetically modulate bile acid
receptors to treat metabolic disorders while minimizing impacts
on male reproductive functions. In addition, the identification of
the crosstalk between increased BA levels and metabolic diseases
on fertility capacities of male mice should be a mechanism
explaining rare clinical situations of infertility following bariatric
chirurgical approach in some obese men.

It will be interesting in the future to identify at the clinical
levels, using biopsies of patients suffering from liver disorders
(cholestasis, hepatitis. . . ), the potential involvement of bile acid
signaling pathways in the human regulation of male fertility.
According to previous published data, it will be necessary to
analyse both BA levels as well as the BA pool composition.
Indeed, it appears that secondary BA, namely DCA, is the one
whose levels are inversely correlated with fertility. Such analyses
on human cohort will be useful to define if BA levels or pool
composition might be a useful biomarker linking liver disorders
and male infertility; or even if BA could be markers of idiopathic
infertility.

In the recent decades, assisted medical procreation (AMP) has
been importantly developed to overpass the fertility disorders.
Next to In vitro fecundation, important efforts have been
done in order to develop approach of in vitro production of
germ cells from spermatogonial stem cells. This strategy is
important to propose AMP to azoospermic men. The recent
data regarding the role of FXRalpha in the establishment of the
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pool of undifferentiated spermatogonia, suggest that FXRalpha
modulators might be useful in such approaches to increase the
rate and efficiency to produce male games.
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