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Résumeé

Les troubles de la fertilité¢ représentent un enjeu majeur de santé publique puisqu’ils
concernent des millions de personnes en age de procréer a travers le monde. Le facteur masculin
intervient dans 50% des cas identifiés d’infertilit¢é du couple, impliquant des anomalies
qualitatives et/ou quantitatives de la production spermatique. Cependant a I’heure actuelle,
I’origine d’une grande partie des troubles de 1a reproduction masculine demeure inexpliquée.
Depuis plusieurs décennies le monde constate une augmentation de ces troubles, plus
particulicrement dans les pays développés, attirant ainsi D’attention de la communauté
scientifique sur I’implication des polluants environnementaux dans 1’étiologie de I’infertilité.
Le nombre et la diversité des polluants xénobiotiques relargués dans la nature sont colossaux
et menacent de nombreuses fonctions physiologiques dont la reproduction, en raison de leurs
capacités d’interaction avec de multiples voies de signalisations. Selon les chercheurs,
I’exposition périnatale aux xénobiotiques peut altérer la physiologie testiculaire et prédisposer
au développement de troubles de la fertilité. Néanmoins, une meilleure compréhension des
signalisations associées aux molécules environnementales et de leurs liens avec les
physiopathologies testiculaires est essentielle afin d’identifier de nouvelles causes d’infertilité.

Les récepteurs CAR et PXR sont des récepteurs de xénobiotiques exprimés dans le
testicule chez ’Homme ainsi que chez le rongeur. Cependant leurs rdles au sein du testicule
n’ont pas encore été entierement établis. Dans cette étude, nous avons étudi€ les impacts sur la
physiologie testiculaire et sur la fonction de reproduction des modulations néonatales de leur
signalisation dans un modele murin. Nos résultats montrent que 1’inhibition de la signalisation
CAR entraine des troubles de la fertilité chez la souris, associés a des altérations qualitatives
des spermatozoides. En effet, nous avons identifié des défauts au niveau des processus de
différenciation précoce et tardif des cellules germinales impliquant notamment des
dérégulations de la signalisation FOXOI1 ainsi que des niveaux d’acétylation de 1’histone H4
pouvant étre associées a une rétention des histones au sein du génome spermatique. De plus,
nous avons egalement mis en évidence des impacts délétéres additifs des activations néonatales
des voies de signalisation CAR et PXR sur la fertilité des souris.

Notre étude souligne les rdles majeurs des récepteurs nucléaires CAR et PXR dans la
physiologie testiculaire ainsi que leur implication potentielle dans la survenue des troubles de

la fertilité dans un contexte d’expositions environnementales.

Mots clés : CAR, PXR, Repro-toxicité, Xénobiotiques, Spermatogonies, Endocrinologie



Abstract

Fertility disorders are a major public health concern since they concern millions of
people of reproductive age all over the world. The male factor is involved in 50% of identified
cases of infertility within couples, involving qualitative and quantitative alterations of the sperm
production. However, there are still too many unknowns regarding the cause of many male
reproductive disorders. For several decades, an increase in these disorders has been detected
especially in developed countries, attracting the scientific community attention to the
involvement of environmental pollutants in the etiology of infertility. The number and variety
of xenobiotics released into the environment are huge and threaten many physiological
functions because of the multiple intracellular signalling pathways that they can affect.
According to the researchers, perinatal exposure to xenobiotics may induce altered testicular
physiology and predispose to the development of fertility disorders. However, It is essential to
better understand the signalling pathways involved in the negative environmental impacts of
xenobiotics on testicular physiology to identify other causes of infertility.

CAR and PXR are xenobiotic receptors expressed in the testis in men as well as rodents.
However, their roles within the testis have not been fully established. In this study, we have
identified impacts of neonatal modulations of their signalling on the testicular physiology and
the reproduction function in mice. Our data showed that the inhibition of CAR signalling leads
to fertility disorders in mice, correlated with qualitative sperm production. Indeed, we have
detected alterations in the early and late differentiations of germ cells, notably involving
FOXO1 signalling and H4 acetylation levels deregulations that can be associated with histones
retention within the sperm genome. Moreover, we have highlighted deleterious additive impacts
of the neonatal co-activation of CAR and PXR signalling of mice fertility.

Our study has identified major roles of CAR and PXR nuclear receptors in testicular
physiology and their potential implication in the emergence of fertility disorders associated with

environmental exposures.

Key words: CAR, PXR, Repro-toxicity, Xenobiotics, Spermatogonia, Endocrinology
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Avant-propos

Depuis plusieurs décennies, de nombreux pays ont constaté une baisse de la fertilité.
Aujourd’hui, prés de 15% des couples a travers le monde rencontreraient des troubles de la
fertilité (Boivin et al. 2007), (Datta et al. 2016). Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS), un couple est considéré comme infertile s’il présente 1’incapacité d’obtenir une
grossesse apres douze mois de rapports réguliers non protégés en I’absence de contraception

(Zegers-Hochschild et al. 2009).

A T’heure actuelle, le facteur masculin intervient dans 50% des cas identifiés d’infertilité
du couple, et il en est le seul responsable dans 20% des cas (Lee et Foo 2014). De maniére
schématique, les origines physiopathologiques des infertilités masculines sont réparties en 2
catégories. Les anomalies d’origine excrétoire, qui peuvent étre constitutionnelles (anomalie
congénitale, défaut de développement) ou acquises a la suite d’infections (épididymite,
prostatite), représentent environ 40% des cas d’infertilité masculine et définissent un défaut
d’acheminement des spermatozoides dans les voies génitales. Les anomalies d’origine
sécrétoire, qui peuvent étre liées a un trouble central (défaut de libération des gonadotrophines
LH/FSH (Luteinizing hormone / Follicle-stimulating hormone)) ou la conséquence d’atteintes
fonctionnelles du testicule, représentent environ 60% des cas et décrivent une altération de la
production des gametes par la gonade méle, le testicule (Slama et al. 2012). L’azoospermie fait
partie des cas les plus sévéres d’infertilité et elle est définie par I’absence totale de
spermatozoides dans 1’éjaculat. Elle peut étre d’origine sécrétoire ou excrétoire et touche plus

de 20% des hommes stériles (Jarvi et al. 2015).

De maniére générale, les atteintes testiculaires conduisant a des troubles de la fertilité
sont en augmentation constante depuis plusieurs décennies. Elles sont associées a une
diminution de la concentration en spermatozoides dans 1’¢jaculat mais également a une
altération de la qualité des cellules germinales méles (Rolland et al. 2013), (Virtanen,
Jargensen, et Toppari 2017), (Levine et al. 2017), (Figures 1 et 2). Ces atteintes mettent en
cause de multiples facteurs : des facteurs génétiques comme des anomalies chromosomiques
(exemple : syndrome de Klinefelter, présence d’un chromosome X surnuméraire) ou des
mutations ou polymorphismes au niveau de génes tels que ceux codant les protéines CFTR
(Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator), AR (Androgen Receptor ; NR3C4)
ou SF-1 (Steroidogenic Factor-1 ; NR5AL), (Ferlin et al. 2019) mais aussi des facteurs

comportementaux et environnementaux (Bisconti et al. 2021). En effet, les impacts délétéres



sur la spermatogenese de 1’alimentation et du tabagisme (Sermondade et al. 2013), (Omolaoye
et al. 2021) ainsi que ceux de nombreuses molécules environnementales comme certains
pesticides (Neubert 1988), (Tirpak et al. 2021) sont déja bien décrits. Cependant les mécanismes
moléculaires conduisant a ces altérations ne sont pas toujours identifiés et 30% a 50% des

causes d’infertilité demeurent inexpliquées (Agarwal et al. 2021).

Les individus et les couples ont le droit de décider du nombre d’enfants qu’ils
souhaitent, du moment auquel les avoir et de 1’écart entre eux. Or, I’infertilité¢ peut empécher la
concrétisation de ces droits humains essentiels. Elle représente donc un enjeu majeur de santé
publique puisqu’elle touche des millions de personnes en age de procreer a travers le monde.
Une meilleure compréhension des signalisations associées aux molécules environnementales et
de leurs liens avec les physiopathologies testiculaires est essentielle afin d’identifier de
nouvelles causes d’infertilité. Aujourd’hui, de plus en plus d’études mettent en évidence de
nouveaux acteurs capables d’impacter la physiologie testiculaire, augmentant les risques
d’hypofertilité.

Depuis 2014, notre équipe de recherche a identifié de multiples impacts de la
signalisation des acides biliaires sur la fertilité des souris males (Baptissart et al. 2014), (Vega
et al. 2015), (Sedes et al. 2017), (Baptissart et al. 2018). Ces travaux révelent que les acides
biliaires peuvent étre acheminés jusqu’au testicule par la circulation sanguine et impacter
notamment la lignée germinale. Nous avons également montré que le testicule lui-méme est
capable de synthétiser des acides biliaires (Martinot et al. 2017). L’altération de la biosynthese
des acides biliaires testiculaires peut entrainer 1’accumulation de métabolites intermédiaires,
dont certains ont été identifiés comme agonistes inverses du récepteur nucléaire CAR
(Constitutive Androstane Receptor, NR1i3), conduisant alors a des troubles de la fertilité chez
la souris (Martinot et al. 2017). Ces découvertes ont permis d’identifier la signalisation du
récepteur CAR comme fonctionnelle dans le testicule de souris a 1’age adulte.

L’ensemble de ces données révele un réle du récepteur CAR dans le contrble de
I’homéostasie testiculaire. De plus, les liens entre les expositions aux xénobiotiques et les
troubles de la fertilité, ainsi que I’implication de CAR dans la réponse aux xénobiotiques
soulévent des interrogations quant a son intervention dans le développement de pathologies
testiculaires en lien avec [Iinfertilité, notamment dans un contexte d’expositions

environnementales ou d’altérations métaboliques.
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A. Représentation schématique du testicule. Modifié d’apres Inserm
(https.//edutheque.inserm.fr/ressources/schema-de-testicule-et-tube-seminifere).

B. Coloration Hématoxyline/Eosine d’une coupe transversale de testicule de souris adulte.

C. Représentation schématique du tube séminifere. Modifié d’apreés Fundamentals of Anatomy &
Physiology 9th Edition.



Partie 1 : La physiologie testiculaire

La gonade male ou testicule est une glande paire et symétrique de 1’appareil génital
male, siége de la production des gamétes. Appendus au cordon spermatique, les testicules sont
logés dans une structure extra abdominale : le scrotum. Cette localisation anatomique permet
leur maintien a une température de 4 a 7°C inférieure a celle du corps, favorable a la production
de spermatozoides viables (Zorgniotti et Sealfon 1988). Le testicule est une glande endocrine
qui forme une masse ovoide unique entourée d’une capsule conjonctive, I’albuginée. Composee
de fibres de collagéne et de cellules musculaires lisses, cette capsule s’enfonce dans le testicule
pour former environ 300 lobules testiculaires. Chacun d’eux est composé d’un réseau de 15 a

40 tubes séminiferes, séparés entre eux par 1’espace interstitiel (Figure 3).

Les tubes séminiféres et 1’espace interstitiel permettent chez 1’adulte 1’établissement et
le maintien des deux fonctions majeures du testicule, dont les efficacités reposent sur les actions
specifiques des différents types cellulaires qui les composent et de leurs interactions. Ainsi, la
fonction endocrine est assurée en partie au sein de I’espace interstitiel par les cellules de Leydig
qui synthétisent des stéroides sexuels, essentiellement sous la forme de testostérone, en réponse
ala LH sous le contrdle de I’axe hypothalamo-hypophysaire. L espace interstitiel est également
constitué de vaisseaux sanguins et lymphatiques. 1ls permettent le passage de nutriments (fer,
vitamines A et E), d’hormones (LH, FSH, insuline) et de facteurs de croissance (EGF,
Epidermal Growth Factor) nécessaires a la gamétogenése (Shiraishi et Matsuyama 2012). Des
cellules immunitaires, principalement des macrophages, sont également retrouvées au sein de
I’espace interstitiel. La fonction exocrine quant a elle permet la production des gametes males,
les spermatozoides, au sein des tubes séminiféres. Dans ce compartiment tubulaire, les cellules
de Sertoli apportent un soutien structural et nutritif aux cellules germinales en différenciation,

indispensable au développement des gametes (Griswold 1998), (Figure 4).

La spermatogenése est le processus de formation des spermatozoides (Figure 4). Elle
débute a la puberté chez les mammiféres et est maintenue tout au long de la vie de I’individu,
mais le nombre et la qualité des gametes diminuent naturellement avec le vieillissement
(Almeida et al. 2017). Chez la souris, il faut environ 35 jours pour qu’une cellule germinale
indifférenciée donne naissance a des spermatozoides, et 74 jours chez ’homme. Ce processus
de production des gamétes males est subdivisé en plusieurs étapes ayant chacune une durée
précise. Les cellules germinales souches ou SSCs (Spermatogonial Stem Cells) permettent
I’initiation de la spermatogenése. Les SSCs débutent leur processus de prolifération a partir de
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Les différentes étapes de la spermatogenése et leur durée chez la souris.
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la maturité sexuelle (ou puberté chez I’homme) et s’auto-renouvellent tout au long de la vie de
I’individu permettant ainsi le maintien de la spermatogenése. Cette population de SSCs donnera
naissance aux spermatogonies qui se différencieront progressivement en spermatocytes, puis
en spermatides et deviendront finalement des spermatozoides qui seront relargués dans la

lumiére des tubes séminiferes.

A I’age adulte, 1’épithélium des tubes séminiferes est entouré par une lame basale et est
dit stratifié, puisqu’il est composé de cellules germinales a différents stades de différentiation
et de cellules de Sertoli polarisées. Ces dernieres possedent un cytosquelette tres développé qui
permet la formation de nombreuses jonctions intercellulaires. Ces jonctions assurent la
cohésion de 1’épithélium séminifére et permettent d’entretenir un contact étroit avec les cellules
germinales, permettant ainsi la progression des cellules germinales au sein de 1’épithélium
(Mruk et Cheng 2004). Une cellule de Sertoli est capable de soutenir jusqu’a 40 cellules
germinales (Weber et al. 1983) ; de plus chaque cellule de Sertoli est en contact avec en
moyenne 5 autres cellules de Sertoli, formant ainsi la barriere hémato-testiculaire (BHT),
localisée au niveau du tiers inférieur du tube séminifére (Figure 5). La BHT divise I'épithélium
séminifére en compartiments basal et apical, limitant le contact entre les cellules germinales
post-méiotiques et le systeme immunitaire et créant un microenvironnement favorable aux
cellules germinales. Lors de la maturation sexuelle, des signaux androgéniques, rétinoiques et
thyroidiens vont permettre 1’établissement de la BHT (De Gendt et Verhoeven 2012), (Sharpe
et al. 2003), (Tarulli, Stanton, et Meachem 2012). Les spermatogonies en prolifération et les
spermatocytes primaires pré-leptoténes (cellules germinales en différenciation plus avancée que
les spermatogonies, décrites plus tard dans la partie C « La spermatogenése ») se situent dans
la partie basale de I’épithélium. A I’inverse, les cellules germinales en différentiation encore
plus avancée se trouvent dans le compartiment apical (Dym et Cavicchia 1978). La BHT joue
un réle essentiel pour la fertilité. En effet, puisque les tubes séminiferes ne sont pas traverses
par les vaisseaux sanguins ou lymphatiques, elle permet le passage des molécules essentielles
jusqu’aux cellules germinales (sucres, acides aminés, hormones, €lectrolytes) et de restreindre
le passage de composés chimiques étrangers potentiellement toxiques (Miller et Cherrington
2018), (Okumura, Lee, et Dixon 1975). Les cellules de Sertoli produisent et sécretent des
molécules indispensables au développement normal des cellules germinales tels que des
métabolites (lactate et pyruvate), des protéines (transferrine, céruloplasmine), des facteurs de
croissances (TGF-, Transforming Growth Factor Beta et IGF-1, Insulin-Like Growth Factor-

1) et des hormones (I’inhibine et 1’activine, (Jégou 1995). L’inhibine est impliquée dans le
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rétrocontréle de la sécrétion de FSH lors du développement post-natal et potentialise 1’effet de
la LH sur la production d’androgénes. L’activine, a I’inverse, augmente la secrétion basale de
FSH par I’hypophyse et réprime la biosynthése d’androgénes par les cellules de Leydig via la
modulation de la sensibilité a la LH (Hsueh et al. 1987), (Lin et al. 1989), (Ying 1988). Les
cellules de Sertoli produisent également le fluide séminifére. Ce fluide aux propriétés physico-
chimiques particuliéres permet, avec 1’aide de cellules musculaires lisses (les cellules myoides
péritubulaires), la progression des spermatozoides testiculaires dans la lumiére des tubes
séminiferes (Rato et al. 2010), (Russell, Bartke, et Goh 1989). Les cellules de Sertoli et les
cellules myoides péritubulaires sécretent également du collagene et de la laminine, des
composants de la matrice extracellulaire indispensables au développement des cellules

germinales (Skinner, Tung, et Fritz 1985).

Il est important de noter que les compartiments testiculaires et les types cellulaires qui
les constituent sont étroitement liés au niveau fonctionnel. En effet, des interactions faisant
intervenir de multiples acteurs endocriniens, paracrines, autocrines et juxtacrines régissent les
dialogues entre les cellules myoides péritubulaires, les macrophages, les cellules de Leydig, les
cellules de Sertoli et les cellules germinales.

Mes travaux de thése se sont orientés particulierement vers la lignee germinale, qui sera

donc au cceur de cette partie introductive.

A. Le développement embryonnaire et néonatal des cellules germinales
1. Des cellules germinales primordiales aux gonocytes

L’établissement de la lignée germinale débute au stade embryonnaire chez la souris. Les
cellules germinales primordiales (PGCs, Primordial germ cells) sont les précurseurs de la
lignée germinale chez de nombreux mammiferes (Saitou et Yamaji 2010). Les cellules
progénitrices des PGCs sont au nombre de 6 entre 5,25 et 6,25 jours de développement
embryonnaire (E5.25-6.25) et proviennent de 1’épiblaste, un tissu extra-embryonnaire source
de cellules souches pluripotentes. Ces progéniteurs expriment des facteurs de transcription (tels
que BLIMP1, B lymphocyte-induced maturation protein-1 et PRDM14, PR domain-containing
protein-14) régulant I’expression de marqueurs de pluripotence. Ohinata et al. ont démontré
qgue BLIMP1 est un régulateur essentiel de la spécification des PGCs. En effet, I’invalidation
du géne Blimpl chez la souris entraine une diminution du nombre de PGCs, la formation

d’agrégats aberrants de PGCs et altere leur migration a travers 1’endoderme de la paroi
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intestinale. Ces observations sont associées a une altération du profil transcriptionnel des
cellules, qui sont alors incapables de réprimer 1’expression de génes somatiques. En effet, les
cellules BLIMP1+ sont destinées a devenir des cellules germinales alors que les cellules
BLIMP1- deviennent des cellules somatiques (Ohinata et al. 2005). De plus, en 1’absence de
PRDM14, des PGCs-like sont formées dans 1’embryon mais présentent des altérations de
I’expression de génes de pluripotence clés tels que Stella/Dppa3 (Developmental Pluripotency
Associated 3), Tcfap2c (Transcription factor ap2c), Nanos3 (Nanos C2HC-Type Zinc Finger
3) et Dnd1 (DND MicroRNA-Mediated Repression Inhibitor 1), (Grabole et al. 2013). Leur
capacité de prolifération est diminuée et elles sont incapables de se différencier complétement
en PGCs, entrainant alors la stérilité des souris (Yamaji et al. 2008). Ces facteurs de
transcription sont également essentiels pour réguler I’expression du géne Sox2 (Sex determining
region Y-bOX 2), un autre géne de pluripotence (Avilion et al. 2003), et pour la
reprogrammation transcriptionnelle des cellules progénitrices, qui conduira a leur entrée dans
le processus de différenciation afin d’acquérir des caractéristiques propres aux PGCs

(pluripotence, migration, colonisation, prolifération), (Yamaji et al. 2008).

A partir de 7,2 jours de développement embryonnaire (E7.2), les PGCs sont identifiables
dans les tissus extra-embryonnaires. Puis entre les jours E8 et E9, elles sont intégrées de
maniére passive a ’endoderme de la paroi intestinale. Entre les jours E9 et E12, les PGCs
proliférent et migrent activement vers les ébauches gonadiques ou elles formeront, en
collaboration avec les cellules de Sertoli, I’épithélium des tubes séminiféres (Tam et Snow
1981), (Saitou et Yamaji 2010). Les cellules somatiques testiculaires se différencient a partir
de la créte génitale et forment donc la structure d’accueil des PGCs. Pendant ces phases de
migration et de prolifération, certaines PGCs seront éliminées. En effet, le développement des
PGCs revét différents aspects, tels que la spécification, la migration, la prolifération mais
également la mort cellulaire par apoptose. Les PGCs vont également subir une
reprogrammation épigénétique importante comportant un effacement global de la méthylation
ADN (Acide DésoxyriboNucléique), suivi d’une nouvelle vague de méthylation de I’ADN. Ce
processus debute donc par une deméthylation quasiment globale de I’ADN des PGCs. Autour
du jour E7, les PGCs présentent un taux de méthylation au niveau des ilots CpG d’environ 70%.
Aprés le stade E9.5, ce taux de méthylation est réduit a 30% pour atteindre environ 10% a
E11.5. Les PGCs subissent deux phases de déméthylation : une premiére vague globale au cours
de leur migration, puis une seconde lors de leur entrée dans les gonades (Seisenberger et al.

2012). Plusieurs études suggérent que la déméthylation des PGCs a une composante passive
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Figure 6 : Développement des cellules germinales males chez la souris.

Les PGCs se multiplient et vont se différencier en gonocytes pendant la période
embryonnaire. Puis les gonocytes s’amplifient par mitoses avant d’entrer dans une phase de
quiescence, ils resteront bloqués en phase G1. Deux a trois jours apres la naissance, les
gonocytes reprennent leur activité mitotique et vont ensuite se différencier en cellules
germinales souches : les spermatogonies A single. Celles-ci donneront ensuite les
spermatogonies B, les spermatocytes et les spermatides et in fine les spermatozoides.



(Seisenberger et al. 2012), (Kagiwada et al. 2013) puisque 1’expression de génes impliqués dans
la mise en place de la méthylation tels que Dnmt3a (DNA methyltransferase 3 alpha), Dnmt3b
(DNA methyltransferase 3 beta) et G9a/Ehmt2 (Euchromatic histone lysine methyltransferase
2) est réprimée. D’autres études suggérent que ce processus est actif et implique des enzymes
de déméthylation exprimées dans les PGCs telles que TET1 et TET2 (Tet methylcytosine
dioxygenase 1 et 2), (Hajkova et al. 2010), (Hackett et al. 2013).

Si certains émettent 1I’hypothése que cette reprogrammation épigenétique est nécessaire
pour établir la pluripotence des cellules germinales (les PGCs sont issues de cellules précurseurs
somatiques), (Surani, Hayashi, et Hajkova 2007), d’autres études ont montré que la
déméthylation globale ainsi que la méthylation de novo ne sont pas corrélées a un changement
particulier du profil transcriptionnel des PGCs (Seisenberger et al. 2012).

Au stade E12.5, les 10 000 cellules germinales présentes dans chaque gonade different
morphologiquement des PGCs qui se sont différenciées en gonocytes (Clermont et Perey 1957)
(Figure 6). C’est a partir de ce stade qu’a lieu la méthylation de novo de I’ADN au niveau des
ilots CpGs dans les gonocytes. Bien que certains gonocytes entrent en apoptose au jour E13
(Wang, Nakane, et Koji 1998), ces cellules vont proliférer pendant quelques jours et entrer en
phase quiescente entre les jours embryonnaires E14 et E16, puis demeurer dans cette phase
jusqu’au démarrage de la spermatogenése, peu de temps aprés la naissance chez la souris
(Vergouwen et al. 1991). La phase de quiescence des gonocytes est dépendante de la
signalisation NOTCH (Neurogenic locus notch homolog protein) ; une activation constitutive
de NOTCH dans les cellules de Sertoli entraine une sortie de quiescence des gonocytes et une

différenciation précoce (Garcia et Hofmann 2013).

L’expression de nombreux genes est indispensable a ’homéostasie des gonocytes et
donc a la fertilité. Le géne Bcl-x (B-cell lymphoma-extra large), codant une protéine anti-
apoptotique, est exprimé dans les PGCs et dans les gonocytes. L’invalidation totale de ce géne
chez la souris entraine la mort des animaux autour de E13. L’invalidation hétérozygote de ce
géne a permis de révéler de séveres défauts dans la lignée germinale au cours du
développement. En effet, au stade E13.5, une augmentation importante de ’apoptose des
gonocytes est observée, entrainant une hypoplasie postnatale testiculaire ainsi qu’une
hypofertilité (Kasai et al. 2003). De plus, les souris invalidées pour le géne Lin28a codant la
protéine LIN28A (RNA-binding protein lin-28 homolog A) présentent au jour E13.5 une

diminution de la prolifération des gonocytes affectant ainsi fortement leur nombre (Shinoda et
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Figure 7 : Transition des gonocytes en spermatogonies.

Avant la naissance (P0), les gonocytes se trouvent au centre des tubes séminiféres. Puis
autour des jours P3 et PS5, ils commencent leur transition (migration et différenciation) en
spermatogonies ; on peut alors observer la formation de la lumiére du tube séminifére. Apres
PS5, tous les gonocytes se sont différenciés en spermatogonie A, qui se trouvent des lors a la
périphérie du tube séminifere.



al. 2013). La prolifération des gonocytes est également dépendante de la signalisation de 1’acide
rétinoique (RA), un métabolite de la vitamine A. En effet, une étude suggere qu’entre les jours
E11.5 et E15 les RAs stimulent a la fois la prolifération et 1’apoptose des gonocytes, suggérant
leurs implications dans un processus physiologique permettant d’éliminer les cellules

présentant des altérations (Trautmann et al. 2008).
2. Des gonocytes aux spermatogonies

Chez la souris, de 2 a 3 jours apres la naissance, les gonocytes sortent de leur phase de
quiescence et reprennent leur prolifération. A ce stade, leur prolifération dépend de plusieurs
acteurs tels que le facteur de croissance PDGF (Platelet Derived Growth Factor), I’hormone
17B-estradiol (E2), la cytokine LIF (Leukemia Inhibitory Factor) et les RAs (De Miguel et al.
1996), (Li et al. 1997), (Zhou et al. 2008). Les gonocytes, qui se trouvent initialement au centre
des tubes seminiferes, vont migrer au niveau de la membrane basale, permettant la naissance
de la lumiére des tubes séminiféres (Figure 7). En paralléle de leur prolifération et de leur
migration, les gonocytes se différencient en cellules germinales souches (SSCs /
spermatogonies Asingle). La transition des gonocytes en SSCs nécessite un remodelage
morphologique progressif : les gonocytes sont de grandes cellules sphériques avec un gros
noyau, alors que les spermatogonies sont des cellules de forme ovale avec un noyau plus petit
(Drumond, Meistrich, et Chiarini-Garcia 2011). Lors de cette transition, en paralléle de la
relocalisation des cellules du centre vers la périphérie des tubes, les gonocytes commencent
également a exprimer différents marqueurs propres aux spermatogonies souches tels que
GFRA1 (Gdnf Family Receptor Alpha-1), ID4 (Inhibitor Of Differentiation 4) ou PLZF
(Promyelocytic Leukemia Zinc Finger protein), (Manku et Culty 2015). GFRAL est un
récepteur pour le facteur de croissance GDNF (Glial Cell Derived Neurotrophic Factor) ; cette
signalisation est nécessaire a la prolifération et au maintien de I’état indifférencié des cellules
germinales souches (Sharma et Braun 2018). ID4 et PLZF sont des répresseurs
transcriptionnels, leur expression est régulée positivement par la signalisation GDNF/GFRAL ;
ils sont indispensables pour le maintien de 1’état indifférencié des cellules germinales et donc

nécessaires pour maintenir le pool de SSCs (Sun et al. 2015), (Costoya et al. 2004).

A ce stade, certains gonocytes ne migreront pas et seront éliminés de 1’épithélium
séminifére par apoptose (Roosen-Runge et Leik 1968). La transition des gonocytes vers les
spermatogonies est finement régulée par de nombreux acteurs essentiels a la différenciation et

a la migration des cellules germinales, mais aussi a la formation du pool de cellules germinales
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Figure 8 : Différenciation des gonocytes NGN3+ versus NGN3-.

Les gonocytes qui expriment le facteur NGN3 vont se différencier en
SSCs et permettent le maintien de la lignée germinale. Les gonocytes
qui n’expriment pas NGN3 se différencient directement en
spermatogonies de type A2, permettant I’initiation de la premiére vague
de la spermatogenese.



souches. En effet, les spermatogonies issues de cette transition donneront naissance a la
premiere vague de spermatogenése et seront également a 1’origine du pool de SSCs, permettant
le maintien de la spermatogenése tout au long de la vie post-pubertaire (Kluin et de Rooij 1981).
Il faut noter que la population des gonocytes est hétérogéne : la portion de gonocytes qui
exprime le géne Neurogenin 3 (Ngn3) se différencieront pour former la population fondatrice
des SSCs, entre 3 a 6 jours aprés la naissance chez la souris, permettant de maintenir la
spermatogenese. A I’inverse, les gonocytes n’exprimant pas le facteur de transcription NGN3
se différencient directement en spermatogonies de type A2 autour du jour postnatal 3 (P3),
initiant ainsi la premiere vague de la spermatogenese supportée notamment par les cellules de
Leydig et les cellules de Sertoli (Yoshida et al. 2006), (Figure 8). Ces données impliquent que
certains gonocytes se différencient en spermatogonies de type Al avant leur premiere division.
Il est important de noter que cette hétérogénéité des gonocytes a été observée uniquement chez
la souris. La différenciation des gonocytes dépend également de la signalisation des RAs. Ces
derniers permettent la réplication de I’ADN des gonocytes ainsi que leur différenciation en
spermatogonies (Zhou et al. 2008). Par ailleurs, la protéine NANOS2 (Nanos C2HC-Type Zinc
Finger 2) qui interagit avec I’ARN est un facteur clé de la transition des gonocytes en
spermatogonies. La surexpression du géne codant cette protéine entraine un retard de transition,
via I’inhibition de I’expression des genes Gfral et Plzf. En revanche, I’invalidation de Nanos2
conduit a la surexpression de ces mémes genes, conduisant a une transition précoce des
gonocytes en spermatogonies. Les souris invalidées pour le gene Nanos2 sont stériles a 1’age
adulte et ne présentent pas de lignée germinale. Le gene Nanos2 est donc indispensable pour le
maintien de la population des SSCs, et son invalidation chez la souris conduit a la stérilité des
males (Sada et al. 2009), (Ciccarelli et al. 2020).

De maniére intéressante, la protéine FOXO1, membre de la famille Forkhead box
protein O (FOXO), semble impliquée dans cette étape clé de différenciation des gonocytes en
spermatogonies. Chez la souris, I’inactivation conditionnelle du gene Foxol par le systéme
Vasa-cre (ou Ddx4-cre) entre les stades E15 et E18 n’a pas d’impact sur le nombre de gonocytes
a1 jour post natal (P1). Cependant, une diminution du nombre de spermatogonies est observée
7 jours apres la naissance, suggérant une altération du processus de prolifération des cellules
germinales, qui intervient normalement a cette période. Ce défaut n’a pas été corrélé a une
augmentation de la mort cellulaire (Goertz et al. 2011). Pourtant, certains tubes séminiferes ne
présentent aucune cellule germinale, ce qui implique un défaut dans 1’auto-renouvellement des

SSCs (Buaas et al. 2004). Dans cette méme étude, I’'immunomarquage in vivo de la protéine
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Figure 9 : Localisation de FOXO1 au cours de la transition des gonocytes en
spermatogonies.

Autour du jour embryonnaire E18.5, la protéine FOXO1 est localisée dans le compartiment
nucléaire des gonocytes. Puis a P1, FOXO1 va transloquer dans le compartiment cytoplasmique.
A P3, la protéine FOXOI1 va a nouveau transloquer dans le compartiment nucléaire, toutefois de
manieére hétérogene entre les différentes spermatogonies naissantes. Ces éveénements de
translocation de la protéine FOXO1 coincide avec la transition des gonocytes en spermatogonies.



FOXO1 a permis de révéler son expression dans les gonocytes entre les jours postnataux P1 et
P3 chez la souris. A P21, I’expression de FOXOI1 est confinée aux cellules basales intra-
tubulaires, les spermatogonies. La protéine FOXO1 est indétectable dans les cellules

somatiques testiculaires, de la période néonatale jusqu’a 1’age adulte.

De plus, au cours du développement normal, FOXO1l transloque entre les
compartiments nucléaire et cytoplasmique des cellules germinales. En effet, aux alentours du
jour embryonnaire E17.5 la protéine FOXO1 est nucléaire, puis a P1, la protéine devient
exclusivement cytoplasmique (Pui et Saga 2017), (Figure 9). Une étude a montré que
I’invalidation du géne Nanos2 chez la souris perturbe cette translocation. En effet a E16.5, la
majorité des gonocytes provenant des individus invalidés pour le géne Nanos2 (Nanos2”)
présentent une localisation cytoplasmique ou bien cytoplasmique et nucléaire de FOXO1, alors
que la protéine devrait étre exclusivement nucléaire (Pui et Saga 2018). Ces données suggerent
que les altérations de la signalisation FOXO1 pourraient étre impliquées dans le phénotype de

stérilité observé chez les individus Nanos2™-.

A P3, une nouvelle translocation nucléaire va débuter pour ensuite s’amplifier autour de
P7 (Figure 9). Cette transition n’est cependant pas parfaitement synchronisée. Entre P3 et P7,
certains gonocytes expriment Foxol dans le cytoplasme, et d’autres dans le noyau. Tout au long
de cette translocation cytoplasmique-nucléaire, I’augmentation continue de I’expression de Kit
(Proto-oncogene C-Kit) est également observée. Bien que Kit et Foxol soient respectivement
exprimés dans les spermatogonies différenciées et indifférenciées, il apparait que FOXO1
régule I’expression de Kit dans les cellules germinales progénitrices via un mécanisme d’action

encore inconnu (Goertz et al. 2011).

Le facteur de transcription FOXOL1 intervient dans la régulation de nombreux processus
cellulaires et physiologiques notamment I’apoptose (régulation de I’expression du géne
Gadd45beta), I’autophagie (interaction avec ATG7, Autophagy related 7), la défense contre les
agents anti-oxydants (régulation de 1’expression des génes Sod1/2, Superoxide dismutase 1/2),
la régulation du cycle cellulaire (régulation de 1’expression du géne p21/Cdknla, Cyclin
dependent kinase inhibitor 1A), la régulation du métabolisme (régulation de 1’expression du
gene G6pc, Glucose-6-phosphatase) et du développement (Tex19.1, Chdl (Chromodomain
Helicase DNA Binding Protein 1)), (Ju et al. 2014), (Zhao et al. 2010), (Goto et Takano 2009),
(Yuan et al. 2014), (Gross, van den Heuvel, et Birnbaum 2008), (Cabrera-Ortega et al. 2017).
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Figure 10 : Régulation de la signalisation FOXO1.
La protéine FOXO1 va étre phosphorylée par la protéine AKT a la suite de ’activation de la

signalisation IGF1. La phosphorylation de FOXO1 entraine son exclusion nucléaire et sa

rétention cytoplasmique.
PI3K : Phosphoinositide-3-Kinase ; PDKI : Pyruvate Dehydrogenase Kinase 1 ; IGFI :

Insulin like growth factor 1 ; P : Phosphorylation



La régulation de I’activité de la protéine FOXO1 est complexe et fait intervenir de nombreux

stimuli.

Des études ont démontré que ’activité de FOXOI1 est corrélée a son abondance, mais
aussi a ses modifications post-traductionnelles (MPTs) et a sa translocation entre les
compartiments cytoplasmique et nucléaire, donc a sa localisation subcellulaire. La protéine
FOXO1 peut subir un grand nombre de MPTs telles que la phosphorylation, 1’ubiquitination,
I’acétylation et la méthylation (Z. Wang, Yu, et Huang 2016). Certaines MPTs de FOXO1,

notamment la phosphorylation, vont impacter sa localisation subcellulaire.

Si la phosphorylation de FOXOL1 est principalement médiée par AKT, au niveau de
résidus spécifiques, d’autres protéines telles les protéines kinases A, ERK/MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase) et MEK/MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) peuvent
également étre impliquées (Mezza et al. 2016), (Diaz et al. 2017). De plus, il a été démontré
que la protéine phosphatase 2A (PP2A) est capable de déphosphoryler la protéine FOXO1 dans
la lignée cellulaire FL5.12 (cellules feetales hépatiques immortalisées), (Yan et al. 2008). Chez
I’homme, la phosphorylation de FOXO1 a notamment été observée au niveau de 3 résidus
conserves incluant la thréonine 24, la sérine 256 et la sérine 319 (Rena et al. 1999) et chez la
souris au niveau de la thréonine 24, et des sérines 253 et 316 (Nakae, Barr, et Accili 2000). Ces
modifications vont bloquer I’interaction de la protéine FOXO1 avec I’ADN et entrainer la
translocation de FOXO1 du noyau vers le cytoplasme, supprimant ainsi son activité
transcriptionnelle (Peng et al. 2020), (Figure 10). Le plus souvent, lorsque la protéine FOXO1
est phosphorylée, elle se retrouve ancrée au cytoplasme grace a la protéine 14-3-3 ; s’en suivra
alors une ubiquitination de FOXO1 par la protéine E3-ligase et sa dégradation par le protéasome
(Huang et Tindall 2011).

La protéine FOXOL1 peut également étre acétylée, notamment par les protéines CPB
(CREB-binding protein) et P300 au niveau des lysines 242, 245 et 262. Des études montrent
que I’acétylation de FOXO1 est réversible notamment par [’action de protéines possédant une
activité désacetylase telle que SIRT1 (Sirtuine 1), (Brunet et al. 2004), (Yonghua Yang et al.
2005). L’acétylation ou la désacétylation semble également avoir un impact sur I’activité de
FOXOI. Si plusieurs études suggerent que 1’acétylation de FOXO1 amplifie son activité
transcriptionnelle (Yang Yang et al. 2009), (Motta et al. 2004), d’autres ont montré a I’inverse

que ’acétylation de FOXO1 sensibilise la protéine a la phosphorylation et altere sa capacité de
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liaison a I’ADN entrainant ainsi une diminution de son activité transcriptionnelle (Matsuzaki et
al. 2005), (Daitoku et al. 2004).

Plus récemment, une étude a mis en évidence ’interaction de FOXO1 avec 1’histone
méthyltransférase GOA/EHTM2. Cette interaction conduit a la méthylation de FOXO1 au
niveau de la lysine 273 et augmente ’interaction de FOXO1 avec SKP2 (S-Phase Kinase
Associated Protein 2), une E3 ligase spécifique de la protéine, réduisant ainsi la stabilité de la
protéine (Chae et al. 2019).

Les micro-ARNSs sont également d’importants régulateurs de la traduction de FOXO1
puisqu’ils interférent directement avec les niveaux d’ARN messagers de FOXO1, entrainant

une diminution de I’abondance de la protéine (Yan et al. 2016), (Ren, Li, et Tu 2015).

La diversité de régulation que subit la protéine FOXO1 et les mécanismes associés
restent a mieux identifier. Cependant, I’ensemble de ces données révelent que FOXOL1 est un
acteur sensible subissant de nombreuses MPTs, qui intervient dans de nombreux processus
cellulaires, suggérant son intervention pour médier des réponses face a des changements de

I’environnement cellulaire.

La régulation de I’étape clé de différenciation des gonocytes en SSCs met en jeu de
nombreux genes et reste aujourd’hui partiellement élucidée. Cependant, des analyses de single-
cell RNA seq permettent peu a peu de faire la lumiére sur les différences des profils d’expression
entre les gonocytes et les spermatogonies. En effet, une étude montre que I’expression de
certains genes spécifiques des cellules germinales tels que Bcl6b (B-Cell CLL/Lymphoma 6,
Member B), Egr2 (Early Growth Response 2), Sohlhl (Spermatogenesis And Oogenesis
Specific Basic Helix-Loop-Helix 1), et Csf3r (Colony Stimulating Factor 3 Receptor) présente
une variabilité considérable entre les cellules au jour postnatal P5, alors que d’autres génes tels
que Actb (Actin Beta), Gapdh (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase), Rpl7 (Ribosomal
Protein L7) et Rps2 (Ribosomal Protein S2) sont exprimés de maniere uniforme entre les
cellules. Ces résultats illustrent une hétérogénéité précoce entre les transcriptomes des
populations de cellules germinales, reflétant potentiellement la transition des gonocytes vers les
spermatogonies (Liao et al. 2017). De plus, une autre étude a notamment montre que les génes
Id4 et Gfral présentent des différences de profil d’expression au moment de cette transition.
En effet, ces deux génes seraient plus exprimés dans les gonocytes en transition que dans les
spermatogonies indifférenciées (Zhao et al. 2021). L’ensemble de ces génes pourraient donc

jouer un role dans la différenciation des gonocytes.
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Figure 11 : La niche des SSC
Les SSCs sont localisées dans des niches ou elles regoivent des facteurs nécessaires a

leur auto-renouvellement. Les cellules de Leydig synthétisent les facteurs IGF-1 et CSF1
et les cellules de Sertoli les facteurs SCF, GDNF et FGF2.

IGF-1 : Insulin Growth Factor 1 ; CSF1 : Colony-Stimulating Factor 1 ; SCF : Stem Cell
Factor ; GDNF : Glial-cell-line-Derived Neurotrophic Factor ; FGF2 : Fibroblast
Growth Factor 2.

D’apres Oatley et Brinster, 2012 : PMID: 22535892




Les spermatogonies acqui¢rent au cours du développement des propriétés d’auto-
renouvellement, qui permettent le maintien du pool de cellules germinales souches et donc de
la fertilité. Afin de conserver ce potentiel de cellule souche, les SSCs se trouvent dans un micro-

environnement spécialisé appelé « niche ».

B. La niche des cellules germinales souches

Comme pour les autres populations de cellules souches, I’homéostasie des SSCs est
maintenue grace a un microenvironnement specialisé, la niche (Schofield 1978). Les niches
présentes au sein du testicule constituent un environnement avec des caractéristiques favorables
au maintien de 1’état indifférencié des SSCs et donc & leur auto-renouvellement. Les niches
forment une microarchitecture dont une partie se trouve au sein du tube séminifére et ’autre
dans I’espace interstitiel, proches des vaisseaux (Chiarini-Garcia et al. 2001), (Chiarini-Garcia,
Raymer, et Russell 2003), (Yoshida, Sukeno, et Nabeshima 2007). La niche comprend donc
des cellules germinales, des cellules de Sertoli, des cellules de Leydig, des cellules myoides
péritubulaires, des macrophages ainsi que des cellules endothéliales testiculaires et
lymphatiques (Potter et DeFalco 2017), (Figure 11). Des vaisseaux sanguins traversent la
niche, permettant d’acheminer des facteurs de croissance et des cytokines jusqu’aux cellules

germinales (Hofmann 2008).
1. Les cellules germinales

Les facteurs impliqués dans la migration des SSCs vers les niches sont encore peu
identifiés. Certaines études suggerent que 1’expression de molécules d’adhésion est nécessaire
pour cette migration. Les SSCs expriment les intégrines a6 et B1 ; ces molécules d’adhésion
sont connues pour se lier a la laminine (Shinohara, Avarbock, et Brinster 1999), suggérant leur
implication dans la migration des SSCs. Cependant, une étude a démontré que la modulation
de ’expression de I’intégrine B1 n’affecte pas la translocation des SSCs a la membrane basale
méme si la protéine est indispensable au redémarrage de la spermatogenése lors d’une
transplantation de SSCs (Kanatsu-Shinohara et al. 2008).

De plus, le role des molécules d’adhésion dans la migration des SSCs est une piste
intéressante a étudier, puisque leur implication a déja été démontrée dans différents processus
de migration cellulaire (Vicente-Manzanares et Horwitz 2011). En 2007, Tokuda et al. montrent
que I’E-Cadhérine (codée par le géne Chd1, Chromodomain Helicase DNA Binding Protein 1)

est exprimée spécifiqguement dans les spermatogonies indifférenciées de type A dans le testicule
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Figure 12 : Destin cellulaire des SSCs : divisions symétriques et asymétrique.

Les SSCs suivent 3 processus distincts de divisions cellulaires. Certaines se divisent de maniére
symétrique en deux nouvelles SSCs, permettant ainsi 1’auto-renouvellement et le maintien du
pool. D’autres se divisent de manicre symétrique en deux nouvelles spermatogonies, permettant
leur différenciation et le démarrage d’une vague de spermatogenéese. D’autres encore subissent
une division asymétrique qui permet a la fois le maintien du pool et la différenciation.

SSC : Spermatogonial Stem Cell



de souris. Des expériences de transplantation de cellules germinales ont permis de montrer que
seules les cellules germinales positives pour CDH1 sont capables de coloniser le testicule
receveur (Tokuda et al. 2007).

D’autres études suggérent que 1’expression de certaines chémokines est nécessaire a la
migration des SSCs vers les niches. Le gene Etvs (Ets variant gene 5) code un facteur de
transcription exprimeé par les cellules de Sertoli et les SSCs, qui semble nécessaire au maintien
et a ’auto-renouvellement de la lignée germinale chez la souris, mais également a la
colonisation des SSCs post transplantation (Tyagi et al. 2009). L’invalidation de ce géne chez
la souris conduit a la diminution de I’expression de plusieurs chémokines telles que CCL9 (C-
C Motif Chemokine Ligand 9), CCL12 (C-C Motif Chemokine Ligand 12) et CXCL5 (C-X-C
Motif Chemokine Ligand 5) dans les cellules de Sertoli. Dans cette étude, des expériences de
chimiotactisme ont démontré que la migration des SSCs vers les cellules de Sertoli mutantes
pour Etv5 est significativement réduite par rapport a la migration des SSCs vers des cellules de
Sertoli sauvages. L’utilisation de chémokines recombinantes (CCL9 et CXCLS5) permet le
retour a la normale de la migration des SSCs vers les cellules de Sertoli mutées pour le gene
Etv5 (Simon et al. 2010).

En 2015, une étude a montré que la migration postnatale des cellules germinales requiert
la présence de la protéine AIP1 (Actin-Interacting Protein 1) aussi bien dans les cellules
germinales que dans les cellules de Sertoli. Cette protéine est conservée chez les eucaryotes et
exerce un role dans la réorganisation du cytosquelette d’actine (Ono 2018). L’invalidation
spécifique du géne Aipl dans les cellules germinales et/ou les cellules de Sertoli chez la souris,
entraine des défauts de migration des SSCs entre les jours P5 et P7, corrélés a une accumulation

ectopique d’actine et d’E-cadhérine dans les deux types cellulaires (Xu et al. 2015).

La migration des cellules germinales souches dans les niches implique donc de
nombreux facteurs qui ne sont pas tous décrits a ce jour. Aprées avoir atteint la niche, les SSCs
vont d’abord réaliser une division symétrique afin d’établir un pool de cellules souches
suffisant. Puis, au cours du developpement, elles favoriseront une division asymétrique
permettant le maintien du pool de SSCs en paralléle d’une différenciation initiant la
spermatogenese (Oatley et Brinster 2012), (Figure 12). Ces données suggéerent une régulation
fine de I’homéostasie des cellules germinales souches par les facteurs de la niche, soutenue par

différents types cellulaires du testicule (Subash et Kumar 2021).
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2. Les autres types cellulaires
i.  Les cellules de Sertoli

Les cellules de Sertoli régulent en partie la différenciation et le développement
testiculaire et sont essentielles au maintien de la fonction testiculaire a 1’age adulte. Elles sont
elles-mémes régulées en partie par la signalisation des androgenes. Chez la souris et chez
I’homme, le nombre de cellules de Sertoli augmente au cours de la vie feetale, puis ralenti aprés
la naissance pour atteindre un niveau définitif au début de la puberté (Sharpe et al. 2003). Le
fait que le nombre de cellules de Sertoli influence la spermatogenése via le soutien qu’elles
apportent aux cellules germinales est bien décrit (Rebourcet et al. 2017). L’activité des cellules
de Sertoli est dépendante de la signalisation FSH, sécrétée par la glande hypophysaire. Cette
derniere permet la prolifération et la différentiation des cellules de Sertoli immatures établissant
ainsi au cours de la période périnatale le nombre de cellules de Sertoli présentes a I’age adulte
(Sharpe et al. 2003). En 2011, Oatley et al. se sont intéressés de plus prés a I’implication des
cellules de Sertoli dans la formation des niches et dans le maintien de la population des cellules
souches. En utilisant un modéle d’hypothyroidisme permettant de manipuler artificiellement le
nombre de cellules de Sertoli dans les testicules de souris a 1’age adulte, ils ont montré que
I’augmentation du nombre de cellules de Sertoli était corrélée a I’augmentation du nombre de
SSCs et de niches colonisables par les SSCs aprés transplantation (Oatley, Racicot, et Oatley
2011).

Les cellules de Sertoli sont considérées comme les acteurs clés de la formation des
niches de SSCs. Ce consensus scientifique provient du fait que les cellules de Sertoli expriment,
en réponse a la FSH, un facteur de croissance indispensable pour 1’auto-renouvellement des
SSCs, le GDNF. La protéine GDNF agit par I’intermédiaire du récepteur GFRA1 exprimé par
les SSCs. L’invalidation totale Du géne Gdnf entraine la mort des souris a la naissance suite a
des défauts des fonctions rénale et neuronale (Moore et al. 1996). Cependant, 1’invalidation
hétérozygote du géne codant la protéine GDNF chez la souris est viable et entraine une
diminution du nombre de SSCs ; a I’inverse Sa surexpression conduit a leur accumulation (X.
Meng et al. 2000).

ii.  Lescellules de Leydig

Les cellules de Leydig sont également essentielles a I’établissement de la niche de SSCs.

Elles sont localisées dans le compartiment interstitiel et produisent notamment la testostérone,
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hormone indispensable & la régulation de la fertilitt male. Deux populations
morphologiquement différentes de cellules de Leydig ont été identifiées : les cellules de Leydig
feetales présentes pendant le développement testiculaire, et les cellules de Leydig adulte. Les
cellules de Leydig feetales sont identifiables a partir du jour embryonnaire 12,5 chez la souris.
Leur nombre ainsi que les taux de testostérone augmentent tout au long du développement
feetal, atteignant un pic autour de la naissance. Les cellules de Leydig feetales expriment des
enzymes et des co-facteurs impliqués dans des voies de signalisation metaboliques telles que la

glycolyse, le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative.

Le nombre de cellules de Leydig feetales et les niveaux de testostérone déclinent ensuite
progressivement au cours de la vie néonatale. Par la suite, au cours de la maturation sexuelle,
les cellules de Leydig adultes se différencient et colonisent 1’espace interstitiel, remplagant ainsi
la population feetale et permettant a nouveau la production de testostérone afin d’assurer le
maintien des fonctions testiculaires tout au long de la vie de I’individu. Depuis 1’identification
des deux populations de cellules de Leydig, les chercheurs continuent de discuter leurs origines,
certains suggérant la présence de cellules souches ou de progéniteurs communs aux deux
populations, et d’autres appuyant I’hypothése de progéniteurs différents et spécifiques (Zirkin
et Papadopoulos 2018), (Bhattacharya et Dey 2022).

L’aspect le plus étudié de leurs fonctions est en lien avec leur activité endocrine. En
effet, les cellules de Leydig vont produire, sous I’action de la LH, de la testostérone. La
testostérone assure un soutien essentiel a la lignée germinale. Ainsi, des altérations de la
production en androgenes conduisent a la mort cellulaire des cellules germinales notamment au
stade méiotique. Ce rble majeur est soutenu par les études sur les souris mutantes pour le
récepteur des androgénes ou encore par les nombreuses études menées sur I’impact des
perturbateurs endocriniens sur la physiologie testiculaire. La testostérone participe ainsi a la
régulation des fonctions des cellules de Sertoli (qui expriment le récepteur des androgenes), et
permet le maintien de I’intégrité de la BHT et 1’auto-renouvellement des SSCs (Tanaka et al.
2016), (Walker 2011). Les cellules de Leydig sécretent également le facteur de croissance IGF1
(Insulin like growth factor 1) qui permet le maintien de 1’état de pluripotence des SSCs in vitro
(Huang et al. 2009). De maniere intéressante, le facteur de croissance IGF1 est également
nécessaire a la prolifération des cellules de Sertoli in vivo en période périnatale (Pitetti et al.
2013), témoignant de I’importance des dialogues entre les différents types cellulaires du

testicule.
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De plus, la cytokine CSF1 (Colony stimulating factor 1) est elle aussi indispensable au
maintien des cellules germinales souches. Elle est sécrétée par les cellules de Leydig, mais
également par les cellules myoides péritubulaires, et agit (en synergie avec le GDNF et le FGF2)
sur les SSCs qui possédent le récepteur CSF1R pour permettre leur auto-renouvellement au

détriment de leur différenciation (Oatley et al. 2009).
iii.  Les cellules myoides péritubulaires

Les cellules myoides péritubulaires influencent elles-aussi le micro-environnement de
la niche. En effet, elles expriment le récepteur AR des androgénes et produisent du GDNF en
réponse a la testostérone. L’invalidation de Ar spécifiquement dans les cellules myoides chez
la souris entraine une perte progressive des spermatogonies, suggérant I’importance de la
signalisation androgénique au sein des cellules péritubulaire pour le maintien des SSCs (Chen
et al. 2014). De plus, les cellules péritubulaires produisent d’autres facteurs paracrines tel que
LIF, une cytokine permettant la prolifération des cellules germinales indifférenciées (Piquet-
Pellorce et al. 2000).

Ces données indiquent que de nombreux types cellulaires et facteurs paracrines,
endocrines, autocrines et juxtacrines interviennent dans la régulation de I’homéostasie des SSCs
au sein de la niche. La localisation basale des SSCs au sein des tubes séminiféres, en amont de
la BHT, suggeére en effet leur exposition potentielle a des facteurs soit sécrétes par des cellules
de I’espace interstitiel, soit apportés par la circulation sanguine. La niche requiert donc pour
son fonctionnement optimal une signalisation complexe et une collaboration entre les différents
types cellulaires du testicule. De plus, le maintien de la population des cellules souches
germinales au sein des niches est essentielle pour la continuité de la spermatogenese et la

production des spermatozoides.

C. Laspermatogeneése : des spermatogonies aux spermatozoides
1. Le maintien de la niche des SSCs

La production continue de spermatozoides par les males matures sexuellement tout au
long de leur vie requiert un processus efficace et hautement régulé au sein des tubes séminiféres
du testicule. Par conséquent, un approvisionnement constant en spermatogonies indifférenciées
doit étre maintenu pour que ces cellules puissent se différencier en spermatozoides (de Rooij et

Russell 2000). Les SSCs vont donc se multiplier pour renouveler leur population et ainsi donner
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naissance a de nouvelles spermatogonies Asingle. Dans ce contexte, les spermatogonies Asingle
sont définies comme SSCs puisqu’elles conservent leur capacité d’auto-renouvellement. Dans
le testicule, les SSCs représenteraient environ 10% des spermatogonies Asingle (Nagano 2003).
Chez la souris, un test fonctionnel permet d’identifier les cellules germinales ayant un potentiel
souche. Une suspension cellulaire obtenue a partir du testicule d’une souris donneuse fertile est
réintroduite par micro-injection dans la lumiere des tubes séminiféres d’une souris receveuse
stérile. Seule une cellule souche pourra étre a 1’origine d’un processus de spermatogenese
efficace et de son maintien dans le testicule du receveur ; I’enrichissement de la préparation en
SSCs est donc une étape critique de cette expérimentation. La transplantation des
spermatogonies Asingle dans un testicule receveur, préalablement vidé de ses cellules germinales,
permet la régénération de I’épithélium séminifére ainsi que le maintien de la spermatogenése
(Brinster et Avarbock 1994), (Brinster et Zimmermann 1994). Le maintien de cette population
de SSCs dépend de nombreux facteurs exprimés par différents types cellulaires retrouvés au

sein des niches de cellules germinales.

De nombreuses études ont identifiées des facteurs de croissance clés influencant 1’auto-
renouvellement des SSCs tels que GDNF, FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2) et CSF1. Il est
important de noter que ces facteurs sont aussi connus pour réguler 1’auto-renouvellement des
cellules souches dans d’autres tissus tels que le pancréas ou le cerveau (Dettmer et al. 2020)
(Jinju Zhang et al. 2018), suggérant que certaines composantes des niches sont communes chez

les mammiferes.

Dans le testicule, les cellules endothéliales permettent I’apport de molécules
indispensables a I’homéostasie des SSCs. Par exemple, ces cellules produisent et sécrétent le
facteur de croissance FGF5 (Fibroblast Growth Factor 5). De maniere intéressante, une
concentration importante en FGF5 conduit a 1’auto-renouvellement des cellules germinales
indifférenciées exprimant le marqueur GFRAL, alors que de faibles concentrations entrainent
leur différenciation (Kitadate et al. 2019). En effet, FGF5 régule positivement des génes
associés au maintien de 1’état indifférencié tels que Gfral et 1d4 et négativement des genes
permettant la différenciation des cellules germinales tels que Ngn3 et Stra8 (Stimulated By
Retinoic Acid 8). En 2018, une étude montre qu’apres déplétion de la lignée germinale dans le
testicule de souris par un traitement chimiothérapique, la transplantation de cellules
endothéliales testiculaires permet I’accélération du redémarrage de la spermatogenése. De plus,

ces cellules expriment des facteurs de croissance qui sont suffisants pour maintenir une
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Figure 13 : Roles de I’équilibre entre les facteurs FGF2 et GDNF dans la niche des
cellules germinales. A. Un équilibre complexe entre FGF2 et GDNF est présent dans la
niche des SSCs permettant d’assurer a la fois I’auto-renouvellement et la différenciation des
cellules germinales souches. B. Une forte concentration en FGF2 diminue la production de
GDNF, entrainant préférentiellement la différenciation des SSCs plutdét que leur auto-
renouvellement. C. A I’inverse, une forte concentration en GDNF diminue la production de
FGF2 entrainant 1’auto-renouvellement des cellules souches au lieu de leur différenciation.
D’aprés Masaki et al., 2018 : PMID: 29681540

GDNF : Glial-cell-line-Derived Neurotrophic Factor ; FGF2 : Fibroblast Growth Factor 2 ;
RA : Retinoic Acid.



population de SSCs en culture in vitro, incluant GDNF, FGF-2, CXCL12, CXCL2 et IGFBP-2
(Insulin-like growth factor binding protein 2) (Bhang et al. 2018).

La diversité des facteurs nécessaires a 1’auto-renouvellement des SSCs implique une
régulation fine créant parfois un équilibre complexe. En effet, les protéines FGF2 et GDNF en
sont un tres bon exemple. Si FGF2 permet I’auto-renouvellement des SSCs (Ishii et al. 2012),
une trop forte concentration en FGF2 entraine une diminution de la production de GDNF,
conduisant alors a I’entrée en différenciation des cellules germinales au détriment de leur auto-
renouvellement (Masaki et al. 2018), (Figure 13). A ’inverse, 1’inhibition du géne codant le
récepteur FGFR2 induit une augmentation de I’expression du gene Gdnf (Takashima et al.
2015). Ces données ont démontré que le role de FGF2 dans la niche des SSCs est d’inhiber
I’expression du gene Gdnf. De plus, FGF2 permet aussi I’inhibition de 1’expression du gene
Cyp26b1 (Cytochrome P450 family 26 subfamily B member 1), ce qui permet la différenciation
des spermatogonies via 1’activité des acides rétinoiques (Masaki et al. 2018). Comme énoncé
plusieurs fois, les cellules de Sertoli sécrétent également du GDNF. Ce dernier régule
I’expression de genes tels que Nanos2 et 1d4 et exerce un rétrocontréle négatif sur Ngn3,
permettant ainsi 1’auto-renouvellement des SSCs (Kaucher, Oatley, et Oatley 2012). Une forte
concentration en GDNF permet une prolifération importante des SSCs. A I’inverse une
concentration basse en GDNF induit la différenciation des cellules germinales (Kanatsu-
Shinohara et al. 2005), (Kubota, Avarbock, et Brinster 2004), (Yomogida et al. 2003). L’action
du GDNF sur les cellules germinales est permise par 1’expression de son récepteur associé

GFRAL dans les spermatogonies indifférenciées.

De plus, en 2000 Meng et ses collaborateurs rapportent que les souris mutantes
présentant une haploinsuffisance de GDNF ont des troubles séveres de la fertilité associés a un
arrét de la spermatogenése. Les analyses testiculaires de ces souris révelent que la majorité des
tubes séminiferes contiennent uniquement des cellules de Sertoli, suggérant une incapacité des
SSCs a maintenir la ligne germinale. Dans cette méme étude, la surexpression ubiquitaire de
GDNF chez les souris entraine une accumulation de spermatogonies indifférenciées dans les

testicules, entrainant la formation de tumeurs germinales testiculaires (X. Meng et al. 2000).

L’ensemble de ces données montre I’importance de ces étapes précoces de la
spermatogenese pour assurer la production spermatique. Les SSCs vont ensuite entrer dans des
processus de prolifération et de différenciation qui permettront la mise en place de la

spermatogeneése.
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Figure 14 : I’expression de certains marqueurs pendant la prolifération des spermatogonies
chez la souris.

Les spermatogonies vont exprimer certains marqueurs tout au long de leur différenciation ;
cependant en fonction de leur étape de différenciation, ces marqueurs seront plus (bleu) ou moins
(vert) exprimés.

ID4 : Inhibitor of differentiation 4 ; GFRA1 : Gdnf family receptor alpha-1 ; PLZF :
Promyelocytic leukemia zinc finger protein , SALL4 : SAL-like protein 4 ; CDHI
Chromodomain helicase DNA binding protein 1.



2. Prolifération des spermatogonies

La spermatogenese débute par la phase proliférative au cours de laquelle les SSCs,
localisées au niveau de la membrane basale des tubes séminiferes, vont subir une série de
divisions mitotiques. Ces divisions permettent 1’amplification de la population des
spermatogonies indifférenciées avant leur différenciation en spermatogonies différenciées et
spermatocytes primaires. Depuis quelques décennies, de nombreuses études chez les
mammiferes ont permis de démontrer que cette population de spermatogonies indifférenciées
est trés hétérogéne (de Rooij et Russell 2000), (Oatley et Brinster 2012), (Chan et al. 2014a).
Les SSCs vont générer les premiéres populations de cellules progénitrices en se divisant par
mitose. Une cellule souche spermatogoniale peut se diviser en deux nouvelles spermatogonies
Asingle (AS) qui seront a l’origine du «stock » de cellules germinales donc de I’auto-
renouvellement, ou bien se diviser en une paire de spermatogonies Apaired (Apr) qui entreront
en différenciation pour donner naissance aux autres sous-types de spermatogonies. En effet, les
spermatogonies Apr se divisent pour former des structures interconnectées de 4, 8 et 16
spermatogonies alignées (Aaligned, Aal), (Figure 14). Pendant cette phase de prolifération,
toutes les spermatogonies sont interconnectées par des ponts intercellulaires, nécessaires au
partage de substances cellulaires tels que des ARN messagers et des protéines. En effet, Guo et
Zheng émettent I’hypothése que ces connexions permettent de réduire I’hétérogénéité entre les
cellules germinales afin de produire une population de gamétes relativement uniforme (Guo et
Zheng 2004). Du stade As au stade Aal, les spermatogonies sont dites indifférenciées (de Rooij
et Grootegoed 1998). Aprés le stade Aal, les spermatogonies entreront en différenciation pour
donner les spermatogonies A1 a A4, intermédiaires puis B.

Bien qu’elles aient chacune une localisation particuliére le long de la membrane basale,
il est difficile d’identifier morphologiquement les spermatogonies indifférenciées. Cependant,
I’amélioration des méthodes d’isolement cellulaire et de séquengage permet aujourd’hui de
mieux identifier leur transcriptome (Suzuki, Diaz, et Hermann 2019). Des études comparatives
d’analyse de séquengages single cell RNA permettent aujourd’hui de mettre en évidence de
nombreux genes essentiels pour le devenir et la fonction des SSCs, notamment Dazl (Deleted
in AZoospermia Like), Ddx4 (DeaD-boX helicase 4), Nxf2 (Nuclear rna eXport Factor 2), Sall4
(SAL-Like protein 4), Fkbp6 (FK506 Binding Protein 6), Trim71 (TRIpartite Motif containing
71) et Mael (MAELstrom spermatogenic transposon silencer), (Sisakhtnezhad et Heshmati
2018).
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D’apres de nombreuses études, bien que I’ensemble des spermatogonies indifférenciées
exprime des marqueurs communs tels que ID4, PLZF, SALL4, GFRA1 et CDH1, ces protéines
sont plus ou moins exprimées en fonction des étapes de différenciation cellulaire, créant des

gradients d’expression spécifiques de certains stades (Figure 14).

La majorité des cellules souches spermatogoniales exprime le marqueur ID4 (Chan et
al. 2014b), (Sun et al. 2015). Ce répresseur transcriptionnel influence ’identité des cellules
souches puisque sa surexpression dans la lignée germinale est corrélée a un blocage des
spermatogonies au stade progéniteur. A I’inverse, la diminution de son expression est

nécessaire pour la différenciation des spermatogonies (Helsel et al. 2017).

Le répresseur transcriptionnel PLZF codé par le gene Zbtb16 permet le maintien de 1’ état
indifférencié des gonocytes et des spermatogonies indifférenciées. Son inactivation chez la
souris entraine une altération de la spermatogenese corrélée a une diminution importante du

nombre de spermatogonies (Costoya et al. 2004).

La protéine SALL4 est un acteur connu de la voie Wnt/B-caténine et est coexprimee
avec PLZF dans le noyau de nombreuses spermatogonies (Gassei et Orwig 2013).
L’invalidation du gene Sall4 chez la souris entraine une diminution du nombre de
spermatogonies indifférenciées et altére la régénération des cellules souches a long terme (Chan
et al. 2017). Les protéines SALL4 et PLZF interagissent entre-elles et antagonisent
mutuellement leurs activités transcriptionnelles (Hobbs et al. 2012). Cette étude suggeére que
SALLA4 favoriserait 1’expression de Kit dans les spermatogonies en différenciation, et que PLZF
réprimerait cette activité dans les spermatogonies indifférenciées. En effet, SALL4 via la
séquestration de PLZF va entrainer I’expression du marqueur de différenciation Kit. Ces
données révelent I’importance des niveaux d’expression des protéines PLZF et SALL4 pour la

prolifération et la différenciation des cellules germinales indifférenciées.

Les spermatogonies qui expriment le récepteur GFRA1 présentent une grande capacité
de prolifération et une capacité a former des colonies en culture in vitro, caractéristiques propres
aux cellules souches. De plus, les spermatogonies qui exprimeraient les plus hauts niveaux de
GFRAL seraient les veritables SSCs, alors que celles avec des niveaux plus faibles seraient en
réalité des progeniteurs. L’expression de GFRA1 est importante dans les spermatogonies Asingle
et diminue au fur et @ mesure de la progression de la spermatogenése. En effet, I’invalidation
de Gfral dans les spermatogonies indifférenciées entrainent leur différenciation precoce,

probablement dans les stades A1 a A4, exprimant le facteur KIT (He et al. 2007).
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Plusieurs groupes de cellules positives pour GFRA1 (GFRAL+) ont été identifiés, des
spermatogonies Asingle aux spermatogonies Apaired : les cellules qui expriment seulement
Nanos2, celles qui expriment uniquement Nanos3, et celles qui coexpriment les deux marqueurs
(Suzuki et al. 2009). Les genes Nanos codent des protéines impliquées dans le développement
des cellules germinales qui sont conservées au cours de 1’évolution (Seydoux et Braun 2006).
Les protéines NANOS2 et NANOS3 sont presentes dans les spermatogonies souches qui
s’autorenouvellent, et permettent le maintien de 1’état souche des cellules. En effet, une
diminution de la taille du pool de cellules souches est observée lorsque le gene Nanos2 est
invalidé de maniere conditionnelle chez la souris. A I’inverse, la surexpression de ce géne
entraine une augmentation du nombre de spermatogonies indifférenciées possédant des
caractéristiques de cellules souches (Sada et al. 2009). Par ailleurs, NANOS3 jouerait un role
dans le maintien de 1’état indifférencié des spermatogonies en régulant leur progression dans le

cycle cellulaire (Lolicato et al. 2008).

Une étude a montré que la protéine CDH1 est detectée spécifiquement dans les
spermatogonies indifférenciées de type A dans le testicule de souris. Ces cellules exprimant
I’E-cadhérine survivent aprés 1’administration cytotoxique de busulfan (un agent utilisé en
chimiothérapie) et sont capables de régénérer 1’épithélium séminifére. De plus, les expériences
de transplantation ont montré que seules les cellules positives pour CDH1 sont capables de

coloniser le testicule receveur (Tokuda et al. 2007).

Le concept d’un gradient d’expression qui distinguerait les SSCs des populations
progénitrices pourrait s’appliquer a un grand nombre de molécules déja considérées comme
marqueurs de SSCs. Helsel et al. proposent qu’un sous ensemble de spermatogonies Asingle
représenteraient les SSCs, qui expriment a de forts niveaux certains marqueurs tels que 1d4,
Bcl6b, Etv5, Lhx1 (LIM Homeobox 1), Cxcr4 (C-X-C Motif Chemokine Receptor 4) et Gfral.

Une étude menée par Oatley et al. en 2006 a permis de mettre en évidence 1I’importance
du répresseur transcriptionnel BCL6B pour I’auto-renouvellement des SSCs in vitro.
L’expression de ce marqueur est régulée par le facteur de croissance GDNF, donc par la
signalisation GDNF/GFRAL. L utilisation d’un ARN interférent dirigé contre I’ARN messager
du géne Bcl6b entraine une forte diminution de la taille des colonies de SSCs in vitro. De plus,
chez la souris I’invalidation de ce géne entraine une altération de la spermatogenése, conduisant
a une hypofertilité des animaux (Oatley et al. 2006). Le facteur de transcription LHX1, dont
I’expression est régulée par la signalisation GDNF, a également été identifié comme un acteur

important pour 1’auto-renouvellement, et donc pour le maintien des SSCs in vitro. En effet, la
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transfection d’un ARN interférent dirigé contre I’ARN messager du géne Lhx1 aboutit a une

diminution du nombre de SSCs en culture (Oatley, Avarbock, et Brinster 2007).

Les cellules identifiées comme spermatogonies indifférenciées dans le testicule de
souris qui expriment la protéine CXCR4, récepteur de la chémokine CXCL12, possedent des
capacités de cellules souches. L’inhibition du géne codant la protéine dans les cultures primaires
de spermatogonies indifférenciées entrainent une diminution de la prolifération des cellules
ainsi qu’une augmentation de la transition vers les stades progéniteurs, associées a une perte
des SSCs (YYang et al. 2013).

La protéine ETV5 apparait comme un acteur essentiel de la signalisation GDNF
puisqu’elle régule I’expression des marqueurs BCL6B, LHX1 et CXCR4 dans les SSCs in vitro
(Wu etal. 2011). L’utilisation d’ARN interférent contre les transcrits du gene Etv5 entraine une

diminution du nombre de cellules germinales en culture.

Les SSCs ont la capacité de régénérer 1’épithélium et n’exprimeraient pas ou
présenteraient une hétérogénéité dans 1’expression de certains genes tels que Neurog3, Lin28 et
Kit (Helsel et al. 2017), suggérant qu’ils ne seraient pas impliqués dans le maintien du pool de

cellules germinales indifférenciées.

Le facteur de transcription NEUROGENIN3, exprimé dans les spermatogonies
progénitrices (Yoshida et al. 2004), permet I’entrée en différenciation des SSCs (Kaucher,
Oatley, et Oatley 2012). Les spermatogonies qui n’expriment pas ce marqueur présentent un
potentiel de cellule souche important, a I’inverse les cellules NGN3+ ont un potentiel de
différentiation élevé (Yoshida et al. 2006). Les spermatogonies indifférenciées exprimant
NGN3 ne contribuent donc pas au pool de SSCs ; cependant, apres une déplétion des
spermatogonies (induite par un traitement au busulfan), ces cellules participent a la restauration
du pool de cellules souches, suggérant ainsi une « reprogrammation » des cellules progénitrices
NGN3+ en SSCs.

Le marqueur LIN28, également impliqué dans la pluripotence des cellules, est exprimé
uniquement par les spermatogonies indifférenciées (Zheng et al. 2009). Il est impliqué dans la
régulation du nombre de cellules germinales (West et al. 2009). Cette protéine ne semble pas
jouer un role dans le maintien du pool de SSCs. Cependant elle permet de réguler les divisions
des spermatogonies A indifférenciées, étape essentielle a la régulation de la taille du pool de

cellules progénitrices (Chakraborty et al. 2014).
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La prolifération des spermatogonies permet donc 1’obtention d’un pool de cellules
germinales indifférenciées suffisant pour le maintien des capacités reproductrices tout au long
de la vie de I’individu. Une partie des spermatogonies entrent ensuite en différenciation, par

vague, pour assurer la production des spermatozoides testiculaires.
3. Différenciation des spermatogonies

Aprés ’amplification du nombre de spermatogonies au cours de la phase proliférative,
les spermatogonies Aal entrent en différenciation pour devenir des spermatogonies Al et
changent de morphologie. Ces derniéres vont se diviser par mitose 6 fois pour former
successivement les spermatogonies A2, A3, A4, les spermatogonies intermédiaires (In) puis les
spermatogonies B. Les spermatogonies B se divisent ensuite en spermatocytes primaires pre-

leptoténes qui entreront ensuite en méiose (de Rooij 2001).

Les spermatogonies vont perdre leur capacité a s’auto-renouveler au cours de leur
différentiation. Ces étapes de différenciation nécessitent de nombreux facteurs, intrinseques

mais aussi extrinséques aux spermatogonies.

La FSH est indispensable au maintien de la spermatogenése a 1’dge adulte. Une
altération des niveaux de FSH ou la perte de son activité entraine une apoptose des
spermatogonies et une perte du nombre de cellules germinales différenciées chez le rat (Russell
et al. 1993), (Singh et Handelsman 1996). En effet, la FSH contréle I’expression de nombreux
genes au sein de cellules de Sertoli tels que Abp (Androgen Binding Protein) (Morris et al.
1988), Ldh (lactate déshydrogénase) (Short et al. 1994), Igf-1 (Pitetti et al. 2013), Kit-ligand,
Gdnf (Khanehzad et al. 2021), et Vegf (Vascular Endothelial Growth Factor) (Tian et al. 2016),
qui contribuent ensemble au controle de la prolifération, de la survie et de la différenciation des

spermatogonies (Sadate-Ngatchou, Pouchnik, et Griswold 2004).

De plus, les régulateurs transcriptionnels SOHLH1 et SOHLH2 sont exprimés dans
toutes les spermatogonies a 1’exception de celles exprimant la protéine GFRA1L. L’invalidation
de I'un de ces génes, ou de ces deux genes, entraine une altération de la différenciation des
spermatogonies. En effet, SOHLH1 et SOHLH2 régulent 1’expression de genes nécessaires a
la différenciation des cellules indifférenciées tels que Sox3 (Sex determining region Y-bOX 3)
(Suzuki et al. 2012).

La différenciation des spermatogonies est dépendante de nombreux facteurs apportés

par les cellules somatiques. Les acides réetinoiques sont des régulateurs de la transition des
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spermatogonies Aal vers le stade Al chez le rat et chez la souris. En 1’absence de vitamine A,
la majorité des cellules germinales resteront au stade de spermatogonies indifférenciées. Les
acides rétinoiques exercent en partie leurs actions via leurs récepteurs RARs (Retinoic Acid
Receptor) et RXRs (Retinoid X Receptor). A partir du développement embryonnaire et jusqu’a
la puberté, I’expression du cytochrome CYP26B1 permet de maintenir de faibles concentrations
en acides rétinoiques (Bowles et al. 2006). L’expression du géne Cyp26b1 est ensuite réprimée
pour permettre 1’augmentation des niveaux d’acides rétinoiques. L’effet premier des RAS sur
les spermatogonies progénitrices est la traduction des transcrits codant les protéines KIT et
STRAS8 via des effets non génomiques du récepteur RAR, qui activent la signalisation
P13K/AKT/mTORC (Busada et al. 2015).

L’acquisition de 1’expression du géne Kit dans les spermatogonies Aal est une étape
cruciale pour promouvoir la différenciation des spermatogonies vers le type Al. KIT est un
récepteur membranaire tyrosine kinase indispensable a la différenciation normale des
spermatogonies (Besmer et al. 1993), (Zhang et al. 2011). Il est exprimé dans certains
progéniteurs des spermatogonies Aal, dans les spermatogonies en différenciation et jusqu’aux
spermatocytes pré-leptoténe. L ’invalidation de Kit ou de son ligand Kit-I entraine une infertilité
chez les souris males (Besmer et al. 1993). La protéine STRAS8 a été identifié en 1996 comme
un initiateur de la méiose dans les cellules germinales méales (Oulad-Abdelghani et al. 1996).
Les souris invalidées pour le gene Stra8 sont infertiles puisqu’elles présentent une altération du
processus meiotique, associée a une condensation précoce des chromosomes (Anderson et al.
2008), (Mark et al. 2008). Cependant, le mécanisme par lequel STRA8 est impliqué dans la
progression méiotique reste encore a élucider, puisqu’il a été démontré récemment que les
animaux infertiles aprés invalidation du géne Stra8 présentent des spermatocytes, toutefois
incapables de terminer le processus de différenciation meiotique (Gewiss, Shelden, et Griswold
2021). Il a également été suggéré récemment que les acides rétinoiques ne sont pas le seul signal
de différenciation. En effet, une étude montre que la différenciation des cellules germinales

peut se dérouler normalement en I’absence de signalisation RA (Teletin et al. 2019).

La synthése testiculaire des acides rétinoiques est complexe et fait intervenir de
nombreux types cellulaires. Les cellules de Leydig, les cellules de Sertoli ainsi que les cellules
myoides péritubulaires et les macrophages participent a leur biosynthése via I’action d’enzymes
spécialisées (Livera et al. 2002), (DeFalco et al. 2015), (Meistrich et Shetty 2015), (Potter et
DeFalco 2017). DeFalco et ses collaborateurs ont montré en 2015 que les macrophages
possedent des enzymes impliquées dans la biosynthese des acides rétinoiques. L’ablation des
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macrophages dans le testicule adulte de souris conduit a une diminution du nombre de cellules
germinales. Cette altération est corrélée a une diminution de la prolifération et de la
différenciation des cellules germinales, toutefois sans impact sur les SSCs, suggérant un role
des macrophages dans le spermatogeneése, potentiellement en lien avec la signalisation des

acides rétinoiques (DeFalco et al. 2015).

Un autre régulateur potentiel de la différenciation des spermatogonies est 1’activine A,
codée par le géne Inhba (Inhibin Subunit Beta A). Une étude a montré que 1’activine A diminue
in vitro le pool de cellules germinales souches et leur capacité a former des colonies dans des
expeériences de transplantation (Nagano et al. 2003). Nagano et ses collaborateurs suggerent que
cette molécule diminue le pool de SSCs en augmentant leur recrutement dans les processus de
différenciation.

Les cellules de Sertoli sécrétent également des protéines de transport essentielles au
transfert d’ions métalliques tels que la transferrine ou la céruloplasmine (Sylvester et Griswold
1994), de lipides tels que la clusterine ou la saposine (Law et Griswold 1994), ou encore
d’hormones nécessaires a la différenciation des cellules germinales post-méiotiques. De plus,
le glucose et le lactate sont indispensables pour le métabolisme des cellules germinales
(Nakamura, Okinaga, et Arai 1984), (Voigt et al. 2021). En effet, en fonction de leurs stades de
différenciation, le métabolisme des cellules germinales differe. Les SSCs utiliseraient le lactate
alors que les cellules germinales dans des stades plus avancés de différenciation utiliseraient
préférentiellement le glucose (Voigt et al. 2021). La production de lactate a partir du glucose et
son approvisionnement dans le compartiment apical est pris en charge par les cellules de Sertoli
(Robinson et Fritz 1981) qui possedent des transporteurs spécifiques qui captent le glucose

circulant, le transforment et 1’acheminent jusqu’aux cellules germinales (Rato et al. 2010).

De plus, les facteurs de croissance IGF-1, IGF-2 et TGFa sont eux aussi produits par les
cellules de Sertoli et favorisent la différenciation in vitro des spermatogonies en spermatocytes
(Nakayama, Yamamoto, et Abé 1999), (Tajima et al. 1995). Le facteur IGF-1 permet entre autre
la diminution de la mort cellulaire par apoptose des cellules germinales (Yao et al. 2017).

Les spermatogonies qui seront passées par ces étapes de différenciation donneront

naissance a des spermatocytes primaires pré-leptoténes préts a entrer en méiose.

26



Spermatocyte
(diploide)

Méiose 1

Spermatocytes
(haploides)

® ®
GD 69
posio
IR

Méiose 2

Spermatozoides
(haploides)

Figure 15 : Schéma représentatif de la méiose

La premicre division méiotique est une division réductionnelle qui permet de passer
d’un spermatocyte primaire diploide a deux spermatocytes secondaires haploides. La
seconde division méiotique est dite équationnelle, elle permet la formation de deux
spermatides rondes a partir d’un spermatocyte secondaire.



4. Meéiose

La méiose est un processus spécialisé de deux divisions cellulaires couplées, propre aux
cellules germinales qui constitue chez les eucaryotes la base de la reproduction sexuée. En effet
lors de la gamétogenése, cette étape permet a partir d’une cellule mére diploide 2n
(spermatocyte primaire contenant deux copies de chaque chromosome a 2 chromatides) de
produire quatre cellules filles haploides n (spermatides rondes contenant une copie de chaque

chromosome a 1 chromatide), (Figure 15).

Chaque division méiotique est divisée en 5 grandes étapes : prophase, métaphase,
anaphase, télophase et cytodiérése. Lors de la premiere division méiotique, le hombre de
chromosome est réduit de moitié, elle est alors dite réductionnelle. La prophase I, intervenant
au cours de la premiére division méiotique, représente 90% de la durée totale de la méiose et se
subdivise elle-méme en 5 stades faisant référence a 1’état de compaction de I’ADN : leptoténe,
zygotene, pachytene, diploténe et diacinése. Deux événements importants ont lieu a ce stade.
Tout d’abord les spermatocytes leptoténes, initialement présents dans le compartiment basal de
I’épithélium séminifere, traversent la barriere hémato-testiculaire pour rejoindre le
compartiment apical. L’ouverture de la BHT est transitoire et nécessite en premier lieu une
dissociation des interactions entre deux cellules de Sertoli (jonctions serrées). De plus, pour la
progression des cellules germinales au sein du tube séminifére la rupture des contacts entre une
cellule de Sertoli et une cellule germinale est également nécessaire. L’ensemble de ces
interactions sont dynamiques et seront reformées pour assurer I’homéostasie de I’épithélium
séminifere. Puis, au cours du stade pachyténe, un autre événement essentiel se produit, la
recombinaison méiotique. Elle correspond a des échanges réciproques de matériel génétique
entre deux chromatides de chromosomes homologues maternels et paternels. On parle aussi de
recombinaison homologue, elle permet le brassage de I’information génétique et ainsi la

formation de cellules germinales porteuses d’un matériel génétique unique.

Les événements uniques de la méiose ont lieu au cours de cette premiére division
appelée méiose I. La seconde division, la méiose 11, est, par de nombreux aspects, tres similaire
a la mitose, elle est dite équationnelle. Cette fois, ce sont les chromatides sceurs qui se
répartissent entre les deux cellules filles. Un spermatocyte secondaire, sortant de la premiere

phase, produira donc deux spermatides rondes a n chromosomes a la fin de la méiose |II.

Au cours de ce processus essentiel de différenciation, une vague d’apoptose touche les

spermatocytes primaires pour permettre le bon déroulement de la spermatogenese (W. Xiong
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et al. 2009), adaptant ainsi le nombre de cellules germinales aux nombres de cellules de Sertoli
(Print et Loveland 2000) et permettant 1’élimination des cellules germinales qui présentent des
anomalies (Blanco-Rodriguez, Martinez-Garcia, et Porras 2003). C’est grace aux cellules de
Sertoli que seront éliminées les cellules germinales apoptotiques puisqu’elles présentent une
activité de phagocytose (Yefimova et al. 2008). Cette élimination permet de réduire la libération
de contenus toxiques au sein de 1’épithélium et constitue également une source d’énergie
considérable pour les cellules de Sertoli qui utilisent les lipides membranaires dans leur
métabolisme (W. Xiong et al. 2009).

La signalisation associée aux androgéenes est également indispensable au processus
méiotique. En effet, les souris invalidées pour le récepteur AR spécifiquement dans les cellules
de Sertoli présentent un blocage de la spermatogenese au stade spermatocyte primaire,
entrainant une infertilité des animaux (Chang et al. 2004). Cette observation est associée a une
forte apoptose des cellules germinales et a des défauts des fonctions sertoliennes (De Gendt et
al. 2004). En effet, les cellules de Sertoli présentent des altérations morphologiques entrainant
une perméabilité de la BHT. Ces défauts s’expliquent par 1’altération du transcriptome des
cellules de Sertoli et notamment par ’altération de I’expression de génes codant pour des
protéines impliquées dans la régulation des interactions cellules — cellules. Les cellules de
Sertoli expriment de nombreux genes codants des protéines d’interaction cellulaire et régulés
par la signalisation AR tels que Claudin3 (Cldn3), (Meng et al. 2005), Cldn1l (Claudinll),
Pem (Polymorphic epithelial mucin), Tubb3 (Tubulin beta 3 class I11) et Cx43 (Connexin 43).
De plus, I’inhibition de la production des androgénes ou I’altération de la fonction du récepteur
AR entrainent une apoptose massive des cellules germinales et un blocage de la spermatogenése
en premiére division méiotique (Layman et McDonough 2000), (Chang et al. 2013). Ces
altérations décrivent un rdle essentiel de la production de testostérone par les cellules de Leydig

pour le maintien des fonctions sertoliennes, nécessaires a la méiose des cellules germinales.

La méiose des cellules germinales requiert également d’autres voies de signalisation
dépendantes des cellules de Sertoli. La nociceptine est une molécule produite par les cellules
de Sertoli, sous ’influence de la FSH (Eto et al. 2012). La nociceptine en agissant sur son
récepteur OPR1 (12-OxoPhytodienoate Reductase 1), exprimé spécifiguement dans les
spermatocytes, induit la phosphorylation de REC8 (Eto, Shiotsuki, et Abe 2013), une protéine
impliquée dans la dynamique des chromosomes au cours de la méiose. La nociceptine est donc
un des acteurs majeurs de la progression méiotique. Par ailleurs, la BHT, correspondant aux

interactions entre deux cellules de Sertoli, posséde egalement a ce stade un réle immunitaire
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essentiel. Elle permet d’isoler les cellules germinales de la circulation sanguine et donc de
délimiter un environnement privilégié, séparant les cellules germinales du systéeme
immunitaire. En effet, elle prévient I’entrée des lymphocytes dans le compartiment luminal de
1’épithélium, évitant ainsi la production d’anticorps auto-immuns a I’origine d’infertilité (Fijak,
Bhushan, et Meinhardt 2011), (Francavilla et al. 2007).

5. Spermiogenése

La spermiogenése est le processus final de différenciation des gametes au cours de la
spermatogenese. Elle correspond a la maturation des spermatides rondes en spermatozoides
testiculaires immatures. Elle debute dés la fin de la premiere division méiotique equationnelle.
La spermiogenese est subdivisée en 16 étapes chez la souris, chacune associée a des
changements morphologiques indispensables pour la genése des spermatozoides fonctionnels
(Hess et Renato de Franca 2008).

Les spermatides rondes sont caractérisées par leur noyau arrondi (stades 1 a 8). Chaque
spermatide ronde présente une diversité importante au niveau de leur transcriptome.
Néanmoins, de maniére générale leur activité transcriptomique est élevée et de nombreux ARNs
non codants sont notamment synthétisés (Soumillon et al. 2013). Entre les stades 9 et 12, les
ARN messagers codant certaines protéines, notamment les protéines de transition TNP1/TNP2
(Transition Protein 1/2) et les protamines PRM1/PRM2 (Protamin 1/2), sont transcrits (Green
et al. 2018). Les protéines de transition synthétisées au cours de la spermiogenése participent
au remplacement des histones par les protamines au moment de la compaction chromatinienne.
Au cours des stades 9 a 12, les spermatides vont s’allonger progressivement ; puis entre les
stades 12 et 14, elles présentent une chromatine compacte inactive associée a une réduction de
leur activité transcriptionnelle. A partir de 1’étape 14 et jusqu’a 1’étape 16, une grande partie du
cytoplasme est éliminée, le flagelle et I’acrosome se développent, et le noyau se condense de

plus en plus pour devenir complétement inactif transcriptionnellement.
i.  Compaction de la chromatine

Un remaniement majeur de la structure de la chromatine est nécessaire pour la
maturation des cellules germinales en spermatozoides. En effet, le noyau subit une
réorganisation morphologique associée a une condensation progressive de la chromatine. Pour
obtenir une compaction maximale, une des étapes initiales essentielles est I’hyperacétylation

des histones H4 qui permet d’obtenir initialement une chromatine plus relachée (Shirakata et
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Figure 16 : Le remplacement des histones par les protamines.

L’hyperacétylation de 1’histone H4, reconnue par les protéines BRDT, permet le remodelage
de la chromatine dans un état plus relaché pour assurer le remplacement des histones par les
protéines de transition puis par les protamines. La TOP2B facilite I’¢limination des variants
d’histone et leur remplacement par les protéines de transitions.

BRDT : Bromodomain testis-specific

TOP2B : topoisomérase Il beta



al. 2014). Les protéines NUT (Nuclear protein in testis), P300 (E1A binding protein P300) et
CPB (CREB binding protein) sont des HATs (Histone acetyltransferases) impliquées dans le
processus d’hyperacétylation des histones H4, notamment au niveau des résidus Lysine 5 et
Lysine 8 (Shiota et al. 2018).

Une fois hyperacétylées, les histones sont reconnues par les protéines BRDT
(Bromodomain testis-specific) qui permettent d’initier le remodelage de la chromatine dans un
état plus relaché (Pivot-Pajot et al. 2003). Chez la souris, I’invalidation du géne Brd7 conduit a
un développement anormal des spermatides, une altération de la formation de 1’acrosome des

spermatozoides, associés a la stérilité des animaux (Heran Wang et al. 2016).

Un consensus scientifique établit il y a quelques décennies suggere que le relachement
initial de la chromatine permet de remplacer en grande majorité les histones associées a I’ADN
par des protéines basiques dites de transition (TNP1 et TNP2), qui seraient ensuite a leur tour
remplacées par des protéines nucléaires spécifiques du testicule : les protamines (PRM1 et
PRM2), (Wouters-Tyrou et al. 1998), (Figure 16). Cependant, 1’utilisation de souris
doublement invalidées pour les genes Tnpl/2 suggérent que les protéines TNP1/2 ne sont pas
indispensables au remplacement des histones par les protamines (Shirley et al., 2004, Zhao
et al., 2004a, Zhao et al., 2004b). De plus, une étude récente a montré que les protéines de
transition ne seraient finalement pas incorporées au nucléosome. Les auteurs suggerent en effet
que le variant d’histone H2A.L.2, coexprimé avec les protéines de transition au moment de
I’éviction des histones, serait incorporé au nucléosome, permettant ainsi le recrutement des
protéines de transition qui elles-mémes serviraient de « guide » pour assurer le recrutement et

I’incorporation des protamines (Barral et al. 2017).

Les cellules germinales méles expriment d’autres variants d’histones, dont certains sont
exclusivement détectés au sein du testicule tels que H1T, H1T2, TH2A et TH2B, qui sont

également remplacés au cours de la spermiogenese (Bao et Bedford 2016).

Le remplacement progressif des histones et des variants d’histones par les protamines
est egalement associé aux cassures ADN, provoquées par la topoisomérase Il beta (TOP2B),
(Leduc et al. 2008) qui facilite 1’élimination des variants d’histones. De plus, il a été demontré
que la protéine PARP1 (poly(ADP-ribose) polymérase 1) se lie a la TOP2B et réalise une
poly(ADP-ribosyl)ation. Cette ribosylation permet a la protéine TOP2B de se séparer de la
molécule d’ADN. Une autre protéine, PARG (Poly(ADP-Ribose) Glycohydrolase), va
finalement digérer ce poly(ADP-Ribose), permettant la séparation de PARP1 et TOP2B et
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assurant ainsi I’initiation d’un nouveau cycle. Ces données impliquent que les cassures ADN

soient réparées au cours du remplacement histones — protamines.

La transition histones - protamines entraine la condensation du génome des spermatides
rondes et la formation des spermatides allongées. Les modifications des histones (méthylation,
acetylation etc.) entrainent I’activation ou la répression de 1’expression des génes, alors que les
protamines sont moins permissives et ne permettent quasiment pas d’expression génique
(Gannon et al. 2014). De nombreuses protéines sont impliquées dans ces étapes de compaction
de la chromatine. Par exemple, les souris invalidées pour Sirtl, qui code une lysine
désacétylase, présentent une altération de la localisation de la protéine TNP2, associée a une
altération de la maturation spermatique conduisant & une hypofertilité révélée par une
diminution du nombre et de la qualité des spermatozoides (Coussens et al. 2008). Aussi,
I’inactivation génique de Chd5 (Chromodomain Helicase DNA Binding Protein 5) qui code une
hélicase impliquée dans le remodelage de la chromatine entraine une diminution de
’acétylation de I’histone H4 et une rétention des histones dans les cellules germinales associée
a une diminution du nombre de spermatides allongées et donc a une hypofertilité (Zhuang et al.
2014). Une étude suggeére également que FOXO1 pourrait étre impliquée dans la différenciation
des stades plus tardifs de la lignée germinale et notamment au moment de la spermiogenese
(Goertz et al. 2011).

Les protamines sont tres riches en résidus cystéine, elles seront liées les unes aux autres
par de nombreux ponts disulfures, permettant ainsi un état de compaction maximal de I’ADN.
Le génome est alors moins sensible aux agressions physiques et chimiques générées en présence
d’agents mutagenes. L’intégrité de I’information génétique sera préservee tout au long de la
progression des spermatozoides dans les voies génitales males et femelles jusqu’a la

fécondation.

L’intégration des protamines permet également de constituer un code épigénétique
essentiel a I’établissement du programme transcriptionnel du zygote lors des premiéres étapes
du developpement (Rousseaux et al. 2008). Ce code epigénetique est formé de trois éléments
structurels : les protamines, les histones et la matrice nucléaire. La matrice nucléaire constitue
une structure nucléaire squelettique impliquée dans la réplication, la transcription et la

réparation de I’ADN.
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ii.  Formation du corps résiduel

Tout au long de la spermiogenese, la spermatide ronde s’allonge et la taille de son
cytoplasme est réduite progressivement. Celui-ci, ainsi que les organites cytoplasmiques,
migrent du p6le céphalique vers le p6le caudal du futur spermatozoide, le long du flagelle en
croissance. L’¢limination progressive du cytoplasme entraine la formation du corps résiduel. I
sera pris en charge et phagocyté par les cellules de Sertoli a la fin de la spermiation (Kerr et
de Kretser 1974). La membrane des phagosomes est digéerée par les cellules de Sertoli et une

partie de leurs composants est recyclée, permettant ainsi un nouveau cycle de spermatogenése.
lii. Développement de I’acrosome

L’acrosome est un organite qui se forme dans la téte du spermatozoide, sa membrane
enveloppe le noyau. Il sera essentiel a la dégradation de la zone pellucide de I’ovocyte lors de
la fécondation (grace a I’action d’enzymes hydrolytiques dont il est composé¢) permettant au
gamete méle d’atteindre la membrane plasmique du gameéte femelle. Il est constitué de vésicules

de I’appareil de Golgi qui ont migré et fusionné (Ramalho-Santos et al. 2001).
iv.  Développement du flagelle

Le flagelle commence a se développer dés I’initiation de la spermiogenese. 1l permettra
la mobilité du spermatozoide grace a des mouvements ondulatoires. Les microtubules qui
proviennent du centriole distal s’assemblent peu a peu pour former I’axonéme, le squelette du
flagelle. L’axonéme est entouré a sa base d’un grand nombre de mitochondries. Elles apportent
I’énergie (ATP, Adenosine triphosphate) nécessaire au mouvement du flagelle, assurant en

partie la motilité du spermatozoide.
6. Spermiation

La spermiation est le processus par lequel les spermatozoides sont relargués dans la
lumiére des tubes séminiferes. C’est la derniére étape de la spermatogeneése, elle est donc
déterminante pour le nombre de spermatozoides presents dans I’épididyme. La spermiation est
un processus complexe qui implique des changements au sein des spermatides et des cellules
de Sertoli. Les évenements clés de ce processus incluent un remodelage nucléaire et
cytoplasmique des spermatides (permettant la formation des spermatozoides), une suppression
des jonctions ES (Ectoplasmic specialization) des cellules de Sertoli, une rétractation du

cytoplasme des cellules de Sertoli et enfin le passage des spermatides dans la lumiere.
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Tout au long de la spermatogenese, les cellules de Sertoli synthétisent des protéases et
des anti-protéases permettant la progression des cellules germinales au sein de 1’épithélium
séminifere et le relargage des spermatozoides dans la lumiére, via une dynamique des jonctions
cellules-cellules (Mruk et al. 2003). Les jonctions ES se forment entre les spermatides et les
cellules de Sertoli, mais également entre cellules de Sertoli. Ces jonctions sont associées
notamment aux microtubules et a des protéines motrices pour permettre la progression des
spermatides au sein de 1’épithélium séminifére pendant la spermiogenése (Guttman, Kimel, et

Vogl 2000).

Au début de la spermiation, les spermatides allongées s’alignent le long de la lumiére.
Une spermatide allongée possede toujours une partie de son cytoplasme, lui-méme entouré par
le cytoplasme d’une cellule de Sertoli. La téte et le flagelle des spermatides vont s’étendre
progressivement dans la lumiére du tube séminifére au cours de la spermiation. Pendant cette
extension, le volume du cytoplasme des spermatides ne varie pas ; cependant il reste ancreé a la
membrane basale alors que la téte et le flagelle sont « poussés » dans la lumiere. (Franca et al.
2016). 1l a également été observé que le réticulum endoplasmique des cellules de Sertoli subit
des changements dynamiques au cours de la spermiation (Ye et al. 1993).

La derniére étape de ce processus est le relargage des spermatides matures dans la
lumiere, qui sont alors appelées spermatozoides ; elle nécessite la rupture des jonctions ES via
des mécanismes qui restent encore peu identifiés. Il a cependant été décrit que les protéines PA
(Plasminogen Activator) et CP-2 (Cyclin Protein-2) participent a la dégradation des molécules
d’adhésion qui lient les spermatides aux cellules de Sertoli (Erickson-Lawrence, Zabludoff, et
Wright 1991) (Vihko, Suominen, et Parvinen 1984). La majeure partie du cytoplasme d’une
spermatide va se condenser et sera séparée de la cellule pour former le corps résiduel qui
demeurera dans 1’épithélium séminifere aprés le relargage. De plus, au moment ou les cellules
germinales rejoignent la lumiére, le peptide F5 est produit au niveau des jonctions ES ce qui va
perturber I’intégrit¢ de la BHT via la déstabilisation des microfilaments d’actine et des
microtubules. Cela permet de faire coincider la spermiation avec 1’ouverture de la BHT,
permettant le passage des spermatocytes primaires pachyténes et participant ainsi a la
synchronisation des vagues de la spermatogenese (Gao et al. 2016).

A ce stade, les spermatozoides ne sont pas complétement matures, ils sont immobiles et
donc incapable de féconder un ovocyte. Cependant leur maturation va se poursuivre une fois

qu’ils auront atteint 1’épididyme. La chromatine va continuer & se condenser tout au long de ce
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processus, notamment par la formation de ponts disulfures entre les protamines, rendant ainsi

le spermatozoide inactif transcriptionnellement.
7. Maturation post-testiculaire

Chez les mammiferes aprés la spermatogenése testiculaire, les spermatozoides
demeurent 1 a 2 semaines dans 1’épididyme pour continuer leur maturation. Etant donné que
I’ ADN spermatique est hautement condensé et transcriptionnellement inactif, la maturation post
testiculaire dépend exclusivement d’interactions entre les spermatozoides et les ¢éléments

extracellulaires présents dans le fluide épididymaire environnant.

Les cellules épithéliales de 1’épididyme sécretent en effet de nombreux facteurs dans la
lumiére de 1’épididyme tels que des protéines (phosphatases, protéases, inhibiteurs de protéases,
glucosidases et glycosyltransférases), des ARNSs et des ions créant ainsi un microenvironnement
optimisé pour une maturation optimale des spermatozoides. Ces derniers subissent alors des
modifications au niveau de leur membrane spermatique, mais également au niveau de leur
protéome et de leur épigénome (H. Chen, Alves, et Belleannée 2021). Pendant ce processus, les
cellules épithéliales épididymaires produisent notamment des vésicules appelées
épididymosomes, capables de fusionner avec les spermatozoides et de libérer des petits ARNs

impliqués dans la maturation spermatique (Conine et Rando 2022).

Une fois que le spermatozoide a atteint les voies génitales femelles, il va subir d’autres
évenements de maturation notamment la capacitation qui permet 1’obtention du pouvoir
fécondant (Bedford 1970). Elle est caractérisée par des modifications de la membrane du

spermatozoide indispensables pour la réaction acrosomique et la fécondation a venir.

A T’issu de ces différentes étapes de différenciation, le spermatozoide sera alors mature
et sera capable aprés fécondation de permettre 1’obtention d’un zygote, résultat de la fusion du

gamete male, le spermatozoide avec le gamete femelle, I’ovocyte.

La mise en place et le maintien de la spermatogenése sont donc des processus complexes
qui nécessitent des interactions cellulaires multiples. Au cours de ces processus, de nombreux
acteurs vont intervenir pour maintenir 1’homéostasie des différents sous-types de cellules
germinales et permettre la fertilité de I’individu. Puisque la production des gameétes requiert une
régulation fine, de nombreux facteurs notamment environnementaux peuvent perturber les

différentes signalisations impliquées et entrainer une infertilité.
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Figure 17 : Les impacts des polluants environnementaux sur les

spermatozoides.

Les molécules environnementales polluantes peuvent avoir de nombreux impacts
sur la spermatogenése. En effet, elles peuvent impacter la production qualitative
notamment en altérant la motilit¢ et/ou la morphologie des spermatozoides, en
fragmentant la molécule d’ADN, en produisant des ROS, en entrainant une
péroxydation des lipides ou encore en altérant 1’activité des mitochondries. De
plus, les polluants peuvent également impacter la concentration spermatique via
des altérations quantitatives de la production des gametes.

ROS : Reactive oxygen species



D. Atteintes testiculaires et facteurs environnementaux

L’infertilité est un probléme de santé publique en constante augmentation depuis
quelques décennies. Dans le monde, chez la moitié des couples dits infertiles, une altération de
la fonction reproductive masculine est retrouvee. L’étiologie de 1’infertilité masculine est
souvent multifactorielle, résultant de [I’interaction entre des paramétres génétiques,

comportementaux et environnementaux, ce qui rend complexe le diagnostic de cette pathologie.

Ces derniéres années, une quantité considérable de contaminants environnementaux a
été libérée dans I’environnement par les activités agricoles et industrielles et par le
développement urbain. Ces composés peuvent étre désignés sous le terme général de
xénobiotiques et comprennent notamment les médicaments et les drogues, les plastiques, les
additifs alimentaires, les biocides, les polluants organiques persistants et bien d’autres. Un
xénobiotique est une substance étrangére a I’organisme, qui est capable d’interagir avec la
cellule vivante. Les xénobiotiques pénetrent dans 1’organisme par ingestion, inhalation,
absorption cutanée ou par injection (Themes 2017). Selon la dose, certains xénobiotiques sont
toxigques, mutagénes, cancérigénes ou encore de puissants perturbateurs endocriniens (Stefanac,

Grgas, et Landeka Dragicevi¢ 2021).

La pollution environnementale expose donc progressivement les organismes vivants a
de nombreuses molécules toxiques qui ont des effets secondaires, notamment sur I’homéostasie
des tissus et des organes reproducteurs. Des études ont montré que les altérations quantitative
et qualitative des gametes par ces polluants environnementaux (Figure 17) affectent les
capacités reproductives a plusieurs niveaux : la fécondation, le développement embryonnaire,
le taux de gestation et le nombre de naissances viables (Gallo, Boni, et Tosti 2020). De plus, la
communauteé scientifique témoigne aujourd’hui de préoccupations accrues quant a I’impact du
mode de vie sur les fonctions reproductives. En effet, dans le monde moderne, les habitudes
alimentaires, les problémes de poids, et la consommation excessive de tabac et d’alcool sont

corrélés a des altérations de la fertilité (Sharma et al. 2013).

Bien que certaines causes d’infertilit¢ soient désormais identifiées, les mécanismes
moléculaires de ces pathologies et notamment ceux impliquant des facteurs environnementaux
restent a identifier. En effet, malgré le fait que certains contaminants pourraient étre présents
dans I’environnement depuis plusieurs décennies, ils ne sont soumis a investigations que depuis

quelques années.
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Mes recherches s’inscrivent dans un contexte d’hypofertilité corrélée a des expositions
environnementales, c’est pourquoi cette partie sera consacrée a la survenue d’atteintes

testiculaires en lien avec les expositions a certains facteurs environnementaux.
1. Les polluants environnementaux et leurs modes d’action

L’humanité a atteint le seuil de pollution chimique et plastique a ne pas dépasser, sous
peine de conséquences brutales et imprévisibles, alerte une étude publiée au début de I’année
2022 (Persson et al. 2022). Mais quels sont les polluants a prendre en compte pour définir ce
seuil ? La question est délicate puisqu’une multitude de molécules chimiques sont présentes
dans I’environnement. De plus, leurs productions augmentent tres rapidement depuis quelques
décennies. Ces polluants peuvent pénétrer au sein des organismes, impactant les organes et
mettant en péril les grandes fonctions physiologiques. Toute classification est souvent
critiquable étant donné la diversité des molécules a classifier. Dans la suite de cette partie
introductive, nous aborderons I’impact sur la fertilité des perturbateurs endocriniens, d’autres
polluants environnementaux et de leurs modes d’action ainsi que I’impact du mode de vie sur

la fonction de reproduction.
i.  Les perturbateurs endocriniens

La communauté scientifique a déja décrit de nombreux xénobiotiques comme présentant
une activité de perturbateurs endocriniens (PES). D’apres la définition de 1’Union Européenne,
les PEs sont des molécules chimiques qui peuvent interférer avec le systeme hormonal et ainsi
étre nocif pour ’'Homme et la faune. Leurs interférences avec les signalisations hormonales
naturelles représentent notamment une menace pour la reproduction de nombreuses especes
dont I’ Homme (Colborn et Clement 1992), (Gonsioroski, Mourikes, et Flaws 2020). Le grand
nombre de PEs identifiés inclue une variété de produits chimiques notamment les pesticides,
les herbicides, les composés chimiques perfluorés et les plastifiants. Une étude épidémiologique
réalisée au Danemark a révélé que les hommes avec de forts taux de substances per- et
polyfluoroalkylées (PFAS) dans le sang présentent une diminution significative du nombre de
spermatozoides normaux dans 1’éjaculat (Joensen et al. 2009). Cependant, si dans cette étude
aucune altération significative de la signalisation des hormones hypophysaires (telles que FSH
et LH) n’a été corrélée aux altérations observées, d’autres ont déja identifiées les PFAS comme
perturbateurs endocriniens puisque capables d’interagir avec le récepteur de 1’hormone
thyroidienne T4 (Kar et al. 2017).
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Les PEs peuvent avoir une multitude d’action : ils sont capables d’altérer la synthése,
la sécrétion, le transport, la liaison ou encore 1’élimination des hormones endogénes (Kavlock
et al. 1996). En fait, une étude récente décrit leurs impacts sur le systéme endocrinien selon 9
mécanismes d’action différents : 1- Liaison au récepteur et activation de sa signalisation, 2-
Liaison au récepteur et inhibition de sa signalisation, 3- Interaction avec la signalisation en aval
du récepteur, 4- Stimulation de la biosynthese hormonale endogéne, 5- Inhibition de la
biosynthése hormonale endogene, 6- Liaison a une protéine de liaison hormonale circulante, 7-
Stimulation ou inhibition de la synthese ou de la dégradation d’une protéine de liaison
hormonale, 8- Stimulation de I’expression d’un récepteur hormonal, et 9- Inhibition de
I’expression d’un récepteur hormonal. Seulement 2 de ces mécanismes impliquent que les PEs

se lient directement au récepteur de I’hormone (Combarnous et Nguyen 2019).

Les PEs peuvent altérer la signalisation de récepteurs d’hormones stéroidiennes tels que
le récepteur des androgenes, le récepteur des cestrogenes, le récepteur des hormones
thyroidiennes et le récepteur des glucocorticoides, mais aussi celle de récepteurs moins étudiés,
dont des récepteurs orphelins tels que AhR (Aryl hydro-carbon receptors), CAR (Constitutive
Androstane Receptor) ou PXR (Pregnan X Receptor), (Lauretta et al. 2019).

Certains PEs tels que le BPA (Bisphénol A) sont capables de moduler 1’activité des
récepteurs ERa et ERpB (Estrogen receptor) dans le testicule. En effet, le BPA prévient la
fixation du 17p-estradiol sur ces récepteurs, empéchant ainsi la transcription des geénes
stéroidogénes et altérant la fonction testiculaire (Rehman et al. 2018). Le plastifiant DEHP
(Di(2-ethylhexyl) phtalate) ainsi que le BPA ont egalement la capacité de se lier aux récepteurs
des androgeénes. Ils entrent donc en compétition avec la testostérone et entravent la translocation
nucléaire du récepteur (Borch et al. 2006) (H. Wang et al. 2017), empéchant la transcription de
ces genes cibles et affectant la physiologie testiculaire. De plus, des études in vivo et in vitro
ont montré que, les PEs peuvent également affecter I’expression et/ou ’activité d’enzymes
cruciales pour la reproduction male (Sifakis et al. 2017). Par exemple, certains phtalates comme
le DEHP inhibent I’expression des génes Cypl7al (Cytochrome P450 17A1) et Hsd3b2 (3 beta-
hydroxysteroid dehydrogenase type 1l) dans les cellules de Leydig. Ces génes codent des
enzymes de la stéroidogenése, leur dérégulation va donc inhiber la synthése de testostérone,
altérant in fine les fonctions de reproduction (Foster 2005). De méme, 1’exposition périnatale
de souris ou I’exposition de cultures primaires de cellules Leydig au DEHP conduit a une
diminution du nombre de transcrits du gene Insl3 (Insulin-like 3). Ce gene code une enzyme

essentielle pour la descente testiculaire pendant la vie foetale. Ces données suggerent que
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I’exposition au DEHP pourrait notamment étre a 1’origine de certains cas de cryptorchidie
(défaut de migration/descente testiculaire) et donc d’infertilité. Le glyphosate est un herbicide
qui présente une toxicité émergente chez de nombreuses especes. Par exemple, il a été montré
chez le rat que I’exposition au glyphosate augmente sévérement les transcrits du geéne codant
I’aromatase, enzyme permettant la transformation des androgénes en cestrogenes. Cette donnée
est corrélée avec une augmentation du nombre de spermatozoides morphologiquement

anormaux et une altération de la fertilité (Cassault-Meyer et al. 2014).

Aussi, il faut noter que les PEs n’ont pas uniquement des impacts sur les signalisations
hormonales. En effet, les PEs n’induisent pas un seul effet spécifique, mais sont souvent des
molécules pléiotropes, ayant une diversité d’effets. Ils seraient ainsi capables d’altérer
I’expression de genes par leur génotoxicité, leur cytotoxicité et leur capacité a modifier les

profils épigénétiques (Combarnous et Nguyen 2019).

Les PEs peuvent provoquer des dommages ADN durant la spermatogenése en
dérégulant I’expression de génes impliqués dans la réparation de I’ADN. Il a été montré que
des concentrations urinaires et sanguines en DEHP et ses métabolites, notamment le MEHP
(Mono(2-éthylhexyl)phtalate), sont corrélées a des dommages de I’ADN spermatique dans
différentes populations humaines (Hauser et al. 2007), (Wang et al. 2016). Dans ce contexte, il
a été démontré que le DEHP induit une apoptose des spermatocytes en augmentant 1’expression
de la protéine pro-apoptotique BAX (Bcl-2 Associated X-protein) et en diminuant celle de la
protéine anti-apoptotique BCL-2 (Fu et al. 2017). Le BPA peut également causer des
dommages a I’ADN, via le récepteur ER mais également indépendamment de la signalisation
oestrogénique (Aghajanpour-Mir et al. 2016). La capacité des bisphénols, des phtalates et des
parabénes a générer des especes réactives de I’oxygeéne (ROS, Reactive oxygen species), leur
vaut la caractéristique d’agents génotoxiques (Gassman 2017), (Song et al. 2019),
(Samarasinghe et al. 2018). Une augmentation de la concentration des ROS entraine un stress
oxydant qui endommage la molécule d’ADN par la phosphorylation de plusieurs protéines
impliquées dans la réparation de I’ADN comme ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) et le
variant d’histone H2AX. De plus, une augmentation des niveaux de ROS peut egalement
induire une apoptose dépendante de la caspase 3 (George et Rupasinghe 2018).

Si la plupart des toxines environnementales n’entraine pas de modifications génétiques,
elles peuvent cependant drastiquement influencer 1’épigénome, et par conséquent altérer la

physiologie cellulaire (McCarrey 2012). Les altérations environnementales des marques
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épigénétiques, sur I’ADN ou les histones, sont appelées épimutations. Si ces modifications
touchent directement les cellules germinales, alors elles sont susceptibles d’étre transmises a

travers les générations.

Le BPA a eté largement impliqué dans les modifications de méthylation de I’ADN au
niveau du promoteur de certains génes, parfois entrainant une hypométhylation et d’autres fois
une hyperméthylation, notamment en fonction du temps d’exposition, de I’espéce, du type
cellulaire et des genes impliqués (Doshi et al. 2011), (Miao et al. 2014). Il a également été
rapporté que 1’exposition au BPA affecte 1’acétylation des histones via 1’altération de
I’expression d’enzymes catalysant I’acétylation ou la désacétylation des histones (Chen et al.

2017), et pouvant ainsi impacter la spermatogenése (Gonzélez-Rojo et al. 2019).
ii.  Lesautres perturbateurs environnementaux

Les biocides tels que les pesticides, les herbicides et les fongicides (dont certains sont
des PEs) sont utilisés mondialement. Leurs effets sur les capacités reproductives sont
nombreux : altérations testiculaires, dysfonctionnements des mitochondries, altération de la
spermatogenese (qualitative ou quantitative) et infertilité. Une étroite corrélation entre
I’exposition aux pesticides et une diminution de la qualité spermatique a été démontrée depuis
environ deux décennies (Swan 2006). Récemment, une étude a montré que I’herbicide atrazine
entraine des modifications épigénétiques de 1I’ADN des spermatozoides chez le rat,
accompagnées de maladies développementales avec une transmission transgénérationnelle
(McBirney et al. 2017). De plus, I’insecticide diazinon est lui aussi responsable de
dysfonctionnement de la reproduction male. En effet, il agit via de multiples mécanismes
cellulaires et moléculaires conduisant & des dommages de I’ADN, une diminution de 1’activité
mitochondriale et une augmentation de la mort des cellules germinales associés a une

augmentation de la production de ROS (Harchegani et al. 2018).

De plus, certaines molécules utilisées en chimiothérapie et notamment les agents
alkylants sont responsables d’altérations de la spermatogenese et donc de la fertilité. Les
patients pré-pubertaires sont plus a risque de développer une infertilité a long terme, puisqu’ils
ne produisent pas encore de spermatozoides, rendant difficile la préservation de leurs gametes
(Poganitsch-Korhonen et al. 2017). Le busulfan est un agent cytotoxique utilisé par exemple
pour préparer les patients a une greffe de moelle osseuse. Le busulfan est un agent alkylant qui
va entrainer la mort cellulaire via la génération d’espéces réactives de 1’oxygéene et de liaisons
covalentes entre les brins de ’ADN. Au niveau testiculaire, le busulfan entraine 1’apoptose
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des spermatogonies souches ou indifférenciées via la génération de nombreux dommages a
I’ADN et la dérégulation de leur transcriptome (Thirouard et al. 2021). Une dose unique a plus
de 30mg/kg entraine chez la souris une azoospermie compléte 56 jours apres le traitement. A
des doses plus faibles, certaines spermatogonies survivent mais entrainent la génération de
spermatozoides morphologiquement anormaux, conduisant donc a une hypofertilité (Bucci et
Meistrich 1987).

Il a également été démontré que 1’exposition a différents métaux induit du stress oxydant
via I’accumulation de ROS, qui a des effets nocifs sur la péroxydation de la membrane
plasmique des lipides (Wang et al. 2017). Dans les modéles mammiféres comme la souris,
I’accumulation de plomb altére les principales fonctions spermatiques et la fertilité (Li et al.
2018). De plus, le cadmium est 1’un des métaux les plus toxique en raison de sa longue demi-
vie et de son abondance élevée. Il est aussi mal excrété par I’organisme et va s’accumuler dans
les organes reproducteurs. Cette accumulation entraine des altérations qualitatives des gametes
résultant en une diminution de la fécondation et des taux de reproduction (Marettova, Maretta,
et Legath 2015).

Une relation étroite a été établie entre les polluants atmosphériques et les altérations de
la qualité spermatiques ces deux dernieres décennies (Rubes et al. 2005). En particulier, il a été
montré que les particules fines en suspension dans 1’air sont génotoxiques pour la cellule
germinale male, induisant des dommages a I’ADN et des altérations fonctionnels des

spermatozoides (Somers 2011).
iii.  Les impacts du mode de vie sur la fertilité masculine

Une mauvaise alimentation peut conduire au surpoids, a 1’obésité et au diabéte, ce qui
augmente le risque de maladies métaboliques, liées a une accumulation excessive de graisse
dans les tissus adipeux. Cette accumulation peut entrainer des modifications au niveau
hormonal. De nombreuses études épidémiologiques ont rapporté une corrélation significative
entre le fait d’étre en surpoids ou obése et les troubles de la fertilité, souvent associé a un
hypogonadisme entrainant une diminution de la production de testostérone (Liu et Ding 2017).
En plus d’affecter I’axe pituitaire-gonade, 1’obésité provoque des effets secondaires sur les
parametres spermatiques, modulés indirectement par un dysfonctionnement des cellules de
Sertoli ou par une température trop élevée du scrotum associé a un stress oxydant. De plus le
tissu adipeux représente le principal lieu de stockage des molécules polluantes qui s’attachent
facilement aux lipides. Une corrélation inverse entre le tour de taille et le nombre de
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spermatozoides ainsi que leur motilité a été démontrée, associée a des altérations de I’activité
mitochondriale et de I’intégrité de I’ADN. Si les mécanismes d’action de ces impacts délétéres
restent a identifier, les résultats de fécondation in vitro et les taux de grossesse impliquant des
hommes en surpoids appuient cette relation de cause a effet. En effet, une réduction de 15% de
I’efficacité de la fécondation in vitro a été observée chez les hommes en surpoids comparé aux
hommes présentant un indice de masse corporelle normal. De méme, une augmentation
d’environ 15% de la mortalité in utero a été observée lorsque le pére est en surpoids (Bellastella
etal. 2019).

Des études comparatives entre fumeurs et non-fumeurs ont montré une corrélation entre
le tabagisme et une diminution non seulement du nombre de spermatozoides mais aussi de leur
motilité et de leur viabilité. De plus, le nombre de spermatozoides morphologiquement
anormaux est aussi plus élevés chez les fumeurs, avec un impact dépendant de la dose et de la
durée de I’exposition (Bundhun et al. 2019). De plus, parmi les nombreuses molécules toxiques
présentes dans les cigarettes, du cadmium est retrouvé. Ce dernier est associé a des dommages
a I’ADN corrélés a un stress oxydant et a une hypofertilité. De plus, de nombreuses études sur
des modéles animaux appuient ces données. Elles montrent en effet que 1’exposition & la
nicotine diminue significativement le nombre de spermatozoides et leur motilité, et augmente
les dommages a I’ ADN et les défauts de la spermatogenese, conduisant ainsi a I’infertilité (J.-
B. Dai, Wang, et Qiao 2015).

L’abus d’alcool altére également les parameétres physiologiques spermatiques tels que
le volume, la concentration, la motilité et la morphologie. La consommation excessive d’alcool
est notamment associée a une apoptose des cellules germinales, corrélée a des désordres
génétiques comme la fragmentation de I’ADN. Ces défauts affectent la féecondation et le

développement embryonnaire (Muthusami et Chinnaswamy 2005), (Borges et al. 2018).

2. L’impact de la dose, de la durée, de la fenétre développementale d’exposition
et de P’effet cocktail

Si la nature du xénobiotique est essentielle pour comprendre son impact sur la santé, la
dose, la durée et la fenétre d’exposition déterminent aussi des facteurs de risque importants
(Diamante et al. 2017). De plus, il est également nécessaire d’intégrer aux études sur les
xénobiotiques, les impacts d’une exposition & de multiples molécules, appelée effet cocktail,

qui refléte de la diversité de molécules chimiques présentes dans 1’environnement.
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L’évaluation de I’effet de la dose d’un xénobiotique est fondamentale puisqu’a certaines
doses, méme les plus faibles, des altérations physiologiques peuvent survenir (« Guidelines for
Reproductive Toxicity Risk Assessment », s. d.). En effet comme évoqué précedemment, le
busulfan a faible dose peut interférer avec les fonctions cellulaires et altérer la qualité
spermatique. A de fortes doses, il peut provoquer la mort cellulaire et entrainer une forte
diminution du nombre de spermatozoides (Bucci et Meistrich 1987). Une étude chez le rat
montre également que les effets de 1’insecticide deltaméthrine au niveau testiculaire sont
dépendants de la dose. Les animaux sont traités pendant 28 jours a 2, 3 ou 6mg/kg de
deltaméthrine. Si les effets sur les parametres associés a la fonction de reproduction sont
moindres a 2mg/kg, a 6mg/kg les rats présentent de nombreuses altérations notamment une
diminution du poids des testicules, une diminution du nombre de spermatozoides et du nombre
de spermatozoides morphologiquement normaux, une baisse de leur motilité ainsi qu’une
réduction des taux de testostérone, de LH et de FSH dans le sérum (Sharma, Singh, et Jan 2014).
Cependant, il est essentiel de rappeler que lorsque 1’on schématise la relation entre la dose et
I’effet d’un xénobiotique, on obtient généralement une droite, qui croit a mesure que la dose
augmente. Cette relation est dite monotone. Mais dans certains cas, les courbes peuvent par
exemple avoir I’allure d’un U. Cela signifie que I’effet maximal n’est pas nécessairement
obtenu avec les doses les plus fortes. Ce phénomene appelé dose-réponse non monotone est
connu et décrit depuis longtemps en pharmacologie. Il n’est pas spécifique aux PE, mais est
décrit pour certains d’entre eux (Vandenberg et al. 2012). Ces données compliquent
1’établissement par exemple de la dose journaliére admissible d’un polluant, qui représente la
quantité d'une substance qu'un individu devrait pouvoir ingérer chaque jour, sans risque pour la

santé.

Il est également connu depuis plusieurs décennies qu’une exposition aigue a un
xénobiotique peut entrainer des impacts différents d’une exposition chronique. Par exemple,
I’exposition aigue de souris au cobalt a des effets minimes sur la capacité reproductive des
animaux. Si une faible baisse de la fertilité est observée, ni le nombre de spermatozoides
épididymaire ni le poids des testicules ne sont affectés. En revanche, une exposition chronique
conduit a une forte diminution de la concentration spermatique associée a une altération des
niveaux de testostérone, affectant ainsi la fertilité des souris (Pedigo, George, et Anderson
1988). Les effets d’une exposition aigue a un polluant sur les capacités de reproduction sont
souvent identifiés pendant une évaluation de la fertilité masculine. Cependant, une grande partie

des infertilités demeure idiopathique. Il est important de noter que les expositions chroniques
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aux xénobiotiques sont difficiles a identifier. En effet, établir une corrélation entre une
exposition passée et un trouble de la fertilité n’est pas aisée, puisque I’histoire (la fréquence et
la dose) de I’exposition est presque impossible a déterminer a posteriori ; ces expositions
chroniques sont pourtant tres fréquentes. Il a toutefois été montré que ces expositions ont des
effets dramatiques sur la spermatogeneése, impactant ainsi la fertilité (Gabrielsen et Tanrikut
2016).

Des études utilisant des modéles animaux ainsi que des études épidémiologiques ont
montré que des expositions dans des périodes précoces (périnatales) a des polluants
environnementaux peuvent notamment altérer la physiologie testiculaire et prédisposer a une
infertilité a I’dge adulte. Par exemple, 1’exposition néonatale de rats males au BPA conduit a
une hypofertilité¢ a I’age adulte. Cette observation s’explique notamment par une diminution du
nombre de spermatozoides ainsi qu’a des déséquilibres hormonaux (Salian, Doshi, et Vanage
2009). De plus, I’exposition gestationnelle de la femelle rat au linuron, un herbicide, entraine
chez la descendance male des défauts structurels des tubes séminiferes et des cellules de Leydig,
corrélés a une diminution significative de la production de testostérone, altérant la fertilité des
animaux (Ding et al. 2017). Le fipronil est un autre biocide largement utilisé. L’exposition de
femelles rats a cet insecticide altérent la motilité des spermatozoides dans la descendance,
compromettant ainsi la qualité¢ spermatique. Cependant, le ou les mécanismes d’action
permettant d’expliquer cette observation restent a identifier (de Barros et al. 2017). Si les effets
d’une exposition maternelle a des xénobiotiques peuvent avoir des effets délétéres sur la
descendance, les altérations produites dans les spermatozoides par une exposition paternelle
sont cependant moins étudiées mais peuvent également avoir des impacts a long terme (Braun,
Messerlian, et Hauser 2017). Ainsi, les périodes feetales et néonatales, pendant lesquelles les
organismes sont immatures, sont aujourd’hui définies comme les périodes les plus sensibles a

’exposition aux xénobiotiques.

Aussi, les organismes vivants sont de maniéere générale exposés a une multitude de
polluants environnementaux. Il est donc essentiel de prendre en compte les impacts d’une
exposition multiple, souvent definie sous le terme d’effet cocktail. Chez le rat male, il a été
montré que ’exposition précoce au paracétamol et a un mélange de PEs induit des effets
délétéres a long terme sur le systeme reproducteur. Un des mélanges contient 4 composés
oestrogéniques, un autre comprend 8 composes anti-androgéniques, et le dernier est constitué
d’agents oestrogéniques, anti-androgéniques et de paracétamol. Le nombre de spermatozoides

épididymaires est significativement réduit a 1’age adulte dans tous les groupes exposés, malgre
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des modes d’actions différents des molécules. Ces données révélent notamment que
I’exposition multiples a des PEs ayant une activité anti-androgénique réduit de maniére
significative la concentration spermatique et altére la fertilité des animaux, alors que seules, ces

molécules ne présenteraient pas d’effets déléteéres (Axelstad et al. 2018).

L’ensemble de ces données doit nous alerter sur les impacts nombreux des polluants sur
la fonction de reproduction, en prenant en compte la dose et la durée d’exposition mais aussi la
fenétre développementale et les expositions multiples auxquelles nous sommes tous exposés

quotidiennement.

Les molécules toxiques telles que les xénobiotiques peuvent toutefois étre éliminées par
I’organisme grace a des mécanismes de détoxication. En effet, des processus impliquant
notamment des enzymes hépatiques permettent de réduire la toxicité de ces molécules
(Guengerich, Waterman, et Egli 2016). L’expression de ces enzymes, indispensables pour la
clairance hépatique, est finement régulée. Les récepteurs nucléaires CAR et PXR font partie
des acteurs impliqués dans le contréle du catabolisme des xénobiotiques (Wang et al. 2012). Le
récepteur CAR étant au centre de ce projet, les roles et mécanismes d’actions de PXR ne seront

pas décrits dans la suite de I’introduction.
Partie 2 : Le récepteur nucléaire des xénobiotiques : CAR (NR1I3)
A. Genéralités

Le récepteur CAR (Constitutive Androstane Receptor), également nommé NR1I3
(Nuclear Receptor Subfamily 1 Group | Member 3), est une protéine de 41 kDa (KiloDalton) et
de 358 acides aminés qui appartient a la superfamille des récepteurs nucléaires. Ces derniers
constituent une famille de facteurs de transcription qui régulent un grand nombre de processus
biologiques tels que la prolifération et la différenciation cellulaire, importants notamment pour
la reproduction, le développement et le métabolisme. CAR est majoritairement exprimé dans le
foie, méme si son expression est détectée dans d’autres organes notamment le duodénum, le

cerveau, le cceur et les reins (Uhlén et al. 2015).

B. lIsolement, caractérisation et structure du récepteur CAR

Le gene CAR a eté décrit pour la premiere fois en 1994 par Baes et al. a partir d’une

banque d’ADNc (Acide désoxyribonucléique complémentaire) hépatiques humains. La
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Figure 18 : Structure du récepteur hCAR

Représentation schématique de I’ARNm du gene hCar, de sa protéine, et de la séquence
des acides aminés a I’intérieur du DBD. Le DBD du récepteur hCAR est compos¢ de 2
doigts de zinc. La localisation de la thréonine 38 (Thr38) y est représentée, ainsi que celles
des 2 hélices-a et des boites P (P-box) et D (D-box).

Domaine de transactivation indépendant du ligand AF1 (Activation function 1) ; domaine
central de liaison a I’ADN (DBD) ; interface de dimérisation pour interagir avec RXR
(HINGE) ; domaine de liaison au ligand (LBD, ligand binding domain) ; domaine de
transactivation AF2 (Activation function 2) dépendant du ligand

D’apreés Negishi et al., 2020 / PMID: 32788213



recherche d’analogie avec une séquence particuli¢re (boite P) du domaine de liaison a I’ADN
(DBD, DNA Binding Domain) du récepteur a I’acide rétinoique (RAR), du récepteur aux
hormones thyroidiennes (TR) et d’autres récepteurs notamment HNF4 (Hepatic Nuclear factor
4) a permis I’identification de cette nouvelle protéine initialement nommée MB67 et apparentée
aux récepteurs nucléaires dits orphelins (Baes et al. 1994). Cette étude a montré que le récepteur
CAR se fixe sur une séquence directe espacée de 5 nucléotides (DR-5) typique des éléments de
réponse aux acides rétinoiques (RARE). Cette fixation est constitutive, elle ne nécessite pas la
présence de ligand, et est amplifiée par I’hétérodimérisation de CAR avec son partenaire RXR
(Retinoid x receptor). Quelques années plus tard en 1997, le gene Car a également été identifié

chez la souris a partir d’une banque d’ADNc hépatiques murin (Choi et al. 1997).

Les récepteurs CAR humain et murin (hCAR, mCAR) ont donc d’abord été identifiés
comme des récepteurs nucléaires constitutivement actifs, potentiellement modulés par 1’acide
rétinoique. Cependant leurs ligands endogenes demeurant encore inconnus, ils ont été affiliés a
la sous famille des récepteurs orphelins. Comme les autres récepteurs nucléaires, CAR est une
protéine modulatrice qui possédent plusieurs domaines fonctionnels: un domaine de
transactivation indépendant du ligand AF1 (Activation function 1) en position N-terminal, un
domaine central de liaison a I’ADN (DBD) qui détermine la sélectivité des génes cibles, une
interface de dimérisation pour interagir avec RXR (HINGE), un domaine de liaison au ligand
(LBD, ligand binding domain) en position C-terminal qui contient la poche de liaison du ligand
(LBP, ligand binding pocket) et un domaine de transactivation AF2 (Activation function 2)

dépendant du ligand (Figure 18).

Le géne hCAR se situe sur le chromosome 1, sur le locus 1g23. 1l est composé de 9
exons, séparés par 8 introns. L’épissage alternatif du géne hCAR peut donner naissance a des
isoformes. 15 isoformes ont été identifiées chez I’ Homme, et 4 d’entre elles sont exprimées
dans le foie (Auerbach et al. 2003). 1l est prédit que chaque isoforme de hCAR posséde une
structure différente de 1’isoforme principale au niveau de son LBD. Ce domaine remplit
diverses fonctions : dimérisation, recrutement et transactivation. Diversifier le protéome d’un
systéeme xénosenseur, notamment par 1’épissage alternatif, pourrait faciliter la capacité des
organismes a s’adapter a leur environnement chimique. Une caractérisation plus pousseée des
isoformes de hCAR pourrait permettre d’identifier de nouvelles fonctions biologiques

adaptatives en réponse a des expositions aux xénobiotiques.
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Molécule Utilisation Activateur de CAR Inhibiteur de CAR
BPA Plastifiant Souris
Triclosan Antibactérien Sour1§
Humain
. Humain
DEHP Plastifiant .
Souris
PFOA Tensioactif fluoré Souris
Chlorpyrifos Pesticide Souris
.. Antihistaminique Humain
Meclizine g .
Antiémétique Souris
Clotrimazole Antimycosique Humain
Phénobarbital Antiépileptique Humain
prieptiqu Souris
Tebuconazole Fongicide Humain
Propiconazole Fongicide Souris Humain

Figure 19 : Exemples de molécules modulatrices de CAR chez ’Homme et la souris.




La premiere étude concernant le réle de CAR a été réalisée en 1998 par Forman et al.
qui ont décrit I’inhibition de I’activité constitutive de CAR par certains métabolites stéroidiens
tels que 1’androstanol et 1’androstenol (Forman et al. 1998). Cette étude montre également que
I’effet de ces molécules naturelles est stéréospécifique : seules certaines formes d’androstanes
sont actives (3alpha-hydroxy, 5alpha-reduced). Ces stéroides n’interférent pas avec
I’hétérodimérisation du récepteur, ni avec sa liaison a ’ADN ; en revanche, ils entrainent le

relargage des coactivateurs, initialement liés au LBD.

En 1998, CAR a été identifié comme un facteur régulant in vitro la transcription du gene
Cyp2b10 en réponse au phénobarbital (PB), (P. Honkakoski et al. 1998). En effet, CAR se fixe
au niveau des éléments de réponse au phénobarbital (PBRE, Phenobarbital Response Element),
un barbiturique aux propriétés anti convulsivantes, sédatives et hypnotiques, utilisé pour traiter
les troubles épileptiques. Ces éléments induisent 1’expression de génes de la famille des
cytochromes P450 (CYP) 2B en réponse a plusieurs classes de xénobiotiques (Trottier et al.
1995), (Honkakoski et Negishi 1997). Plusieurs études ont montré in vivo, grace a I’invalidation
de CAR, sa fonction de senseur de xenobiotiques. En effet, les souris invalidées pour CAR ne
présentent plus d’activation du géne Cyp2b10, ni d’augmentation de la taille du foie et de la
progression tumorale hépatique en réponse au PB (Wei et al. 2000), (Ueda et al. 2002). La
protéine CAR est alors décrite comme un récepteur de xénobiotiques ayant une activité

hépatique pro-tumorale.

Depuis de nombreuses études s’intéressent a identifier les nombreux ligands de CAR et

les mécanismes d’action associés.

C. Ligands et mécanismes d’action

CAR a été décrit comme un récepteur nucléaire de xénobiotiques qui contrdle la
détoxication hépatique d’agents chimiques étrangers mais aussi de molécules endogenes telles
que les acides biliaires ou la bilirubine (Wei et al. 2000). De nombreuses molécules chimiques
incluant des pesticides, des retardateurs de feu, des contaminants environnementaux, des
médicaments et des substances chimiques industrielles sont aujourd’hui connues pour moduler
I’activité de CAR chez ’homme ou chez d’autres espéces animales (Klblbeck, Niskanen, et
Honkakoski 2020), (Figure 19). CAR est activé par une multitude de molécules, incluant le

phénobarbital (barbiturique), la chlorpromazine (antiémétique), (Wei et al. 2002),
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Figure 20 : Activation indirecte de la signalisation CAR.
Dans les conditions basales, lorsque la signalisation EGFR est active celle-ci entraine la

phosphorylation de la protéine CAR ce qui permet sa séquestration cytoplasmique par le
complexe protéique CCRP - HSP70/90. La liaison du phénobarbital sur ’EGFR entraine
I’inactivation de la voie sous jacente, permettant la déphosphorylation de la protéine
RACKI. Cette derniére active la PP2A qui déphosphoryle CAR. La protéine CAR se dissocie
des protéines cytoplasmiques qui la séquestrent et transloque dans le noyau pour former un
hétérodimere avec RXR et se fixer au niveau de ses éléments de réponse. Le recrutement des
coactivateurs permet alors la transcription des geénes cibles.

EGF(R) : Epidermal growth factor (receptor) ; HSP : Heat shock protein ; RACKI :
Receptor of activated C kinase 1 ; CCRP : Cytoplasmic CAR retention protein ; PP24 :
phosphatase protein A2 ; ERK/MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase ; MEK/MAPK :
Mitogen-Activated Protein Kinase ; SRC : Proto-oncogene tyrosine-protein kinase src ; P :
phosphorylation



I’acétaminophéne (médicaments anti-inflammatoire), (Jun Zhang et al. 2002), le TCPOBOP

(insecticide) et un métabolite de la bilirubine (Huang et al. 2003).

Les mécanismes régissant I’activité du récepteur CAR sont complexes et ne restent
aujourd’hui que particllement élucidés. En fonction des molécules, interagissant directement

ou indirectement avec CAR, des signalisations spécifiques sont observées.
1. Activité constitutive

Comme pour les autres récepteurs nucléaires, 1’activité transcriptionnelle de CAR est
médiée par le recrutement de coactivateurs ou de corépresseurs. Cependant, comparé aux autres
récepteurs nucléaires, CAR possede une signalisation unique, caractérisée par sa fixation
constitutive a ses éléments de réponse dans certaines lignées cellulaires. L’activité constitutive
intrinséque a la protéine CAR nécessite des mécanismes spécifiques de régulation, outre la
liaison au ligand. Le récepteur CAR possede une petite hélice X qui oriente I’hélice H12 dans
une conformation active. Aussi, I’hélice H12 du domaine AF2 n’a pas d’extension C-terminal,
laissant donc un carboxylate libre et permettant de stabiliser la conformation active, méme en
absence de ligand, facilitant le recrutement de coactivateurs et permettant d’expliquer son
activité constitutive (Xu et al. 2004).

2. Activation indirecte

CAR possede un mécanisme d’activation qui inclue une translocation et une activation
nucléaire (Paavo Honkakoski, Sueyoshi, et Negishi 2003). Une autre caractéristique de la
signalisation de CAR est le fait qu’un certain nombre de composés induisant son activité
transcriptionnelle ne sont pas des ligands (Carazo et al. 2018) ; c’est-a-dire que le récepteur
CAR peut étre activé par des molécules endogénes et exogénes, sans forcément de liaison
directe (Mackowiak et Wang 2016). Un exemple bien caractérisé de ce phénomeéne est celui du
phénobarbital qui permet 1’augmentation de ’expression de CYP2B via la translocation de
CAR du cytoplasme vers le noyau, sans jamais se lier au récepteur (Kawamoto et al. 1999). Le
phénobarbital induit une translocation indirecte de CAR par compétition avec I’EGF pour la
liaison a son récepteur I’EGFR. Cette compétition empéche 1’activité de la kinase SRC (Proto-
oncogene tyrosine-protein kinase src) et permet la déphosphorylation de RACK1 (Receptor of
activated C kinase 1). L’activation de la phosphatase PP2A qui en résulte (par RACK1) entraine
la déphosphorylation de CAR et sa translocation nucléaire (Mutoh et al. 2009), (Figure 20).

Une fois dans le noyau, CAR s hétérodimérise avec son partenaire RXR et se lie a ses éléments
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Figure 21 : Activation directe de la signalisation CAR

La liaison du TCPOBOP sur CAR enraine le recrutement de PP2A qui déphosphoryle CAR. La
protéine CAR se dissocie des protéines cytoplasmiques qui la séquestrent et transloque dans le
noyau pour former un hétérodimere avec RXR et se fixer au niveau de ses éléments de
réponse. Le recrutement des coactivateurs permet alors la transcription des génes cibles.
_EGF(R) : Epidermal growth factor (receptor) ; HSP : Heat shock protein ; RACKI : Receptor
of activated C kinase 1 ; CCRP : Cytoplasmic CAR retention protein ; PP2A : phosphatase
protein A2 ; ERK/MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase ; MEK/MAPK : Mitogen-
Activated Protein Kinase ; SRC : Proto-oncogene tyrosine-protein kinase src ; P :
Phosphorylation ; T : TCPOBOP.



de réponse. Ces propriétés font de CAR un récepteur unique au sein de la sous famille NR1l

des récepteurs nucléaires.
3. Activation directe

Des études biochimiques et structurales sur de nombreux récepteurs nucléaires ont
démontré que la liaison du ligand agoniste au récepteur entraine un changement
conformationnel, associé a une activation transcriptionnelle. Ces changements de conformation
sont caractérisés par 1’alignement du domaine AF2 le long de la surface du récepteur, créant
ainsi une nouvelle interface autorisant le recrutement de protéines co-activatrices. Ces
changements sont nécessaires pour permettre 1’activité transcriptionnelle et semblent conserver

chez les récepteurs ayant une activation dépendante du ligand (Shan et al. 2004).

Certaines molécules peuvent aussi se lier directement a CAR pour moduler son activité,
notamment certains composés ayant une action agoniste qui active la signalisation d’un

récepteur (Figure 21).

Il est important de noter qu’une partie des ligands de CAR se recoupent avec ceux d’un
autre récepteur de xénobiotiques, le récepteur PXR, bien que la pharmacologie des molécules
soit différente selon les espéces. Par exemple, la 5B-pregnanedione est un agoniste pour les
formes murines et humaines de CAR et PXR ; le clotrimazole est un agoniste pour la forme
humaine de PXR (hPXR) et pour sa forme murine (mPXR) mais un agoniste inverse pour le
récepteur hCAR, et n’a pas d’effet sur ’activité du récepteur mCAR (Moore et al. 2000). De
plus, 1’agoniste TCPOBOP (1,4-bis[2-(3,5 dichloropyridyloxy)]benzene) et 1’agoniste inverse
androstanol sont des molécules spécifiqgues de mMCAR (Chai et al. 2016). Une molécule
modulatrice spécifiquement de la signalisation hCAR a également éte identifiée : I’agoniste
CITCO. Il ne semble pas interagir avec PXR et active de maniére spécifique les génes cibles de

CAR dans les cultures primaires d’hépatocytes humains (Maglich et al. 2003).

Dans son état inactif, CAR est localisé dans le cytoplasme cellulaire dans un complexe
protéique incluant notamment les protéines HSP90 (Heat shock protein 90) et CCRP
(Cytoplasmic CAR retention protein), (Zelko et al. 2001), (Yoshinari et al. 2003), (Kobayashi
et al. 2003), (Sueyoshi et al. 2008) (Figure 21). De plus, ce complexe protéique est stabilisé
dans un état inactif par la protéine chaperone HSP70 (Heat shock protein 70), (Timsit et Negishi
2007). Lorsque CAR va interagir dans le cytoplasme avec un ligand agoniste comme le
TCPOBORP, les protéines chaperonnes HS90 et CCRP vont se dissocier, permettant au récepteur

48



1 Membrane cellulaire
(8 OOOOOOOOOOOOOOOO OOOO OOOOOOO

Cytoplasme

Noyau

* Coactivateur

x Corépresseur

Figure 22 : Inactivation de la signalisation CAR

La fixation de I’androstanol sur la protéine nucléaire CAR entraine le départ des
coactivateurs et le recrutement des corépresseurs, réduisant fortement 1’activité
transcriptionnelle du récepteur.

A : Androstanol



CAR de transloquer dans le noyau. Cette translocation requiert le recrutement de la phosphatase
PP2A (phosphatase protein A2), responsable de la déphosphorylation de CAR au niveau de la
thréonine 38 chez I’Homme, et de la thréonine 48 ou de la sérine 202 chez la souris (Mutoh et
al. 2009), libérant CAR de son complexe cytosolique. La liaison d’un agoniste sur le récepteur
va stabiliser I’hélice H12 dans la conformation active et promouvoir le recrutement de

coactivateurs.
4. Inactivation

La signalisation du récepteur CAR peut également étre inactivée par la fixation d’un
agoniste inverse qui va réprimer de maniére considérable 1’activité transcriptionnelle du
récepteur. En effet, a I’inverse d’un agoniste, la liaison d’un agoniste inverse comme
I’androstanol déstabilise 1’hélice H12 du domaine AF2 et I’empéche de prendre sa
conformation active entrainant alors le recrutement de corépresseurs (Li, Lambert, et Xu 2003),
(Figure 22). Cependant, ce mécanisme d’action décrit uniquement 1I’impact de 1’androstanol se
fixant sur CAR lorsqu’il est présent dans le compartiment nucléaire au sein des lignées
cellulaires immortalisées (qui présente une fixation constitutive de CAR au niveau de ses
éléments de réponse). Ces données suggerent que dans ces lignées, 1’androstanol n’affecterait
pas la capacité de CAR a se fixer a la chromatine (Forman et al. 1998). Les effets des molécules
agonistes inverses sur le récepteur CAR lorsqu’il est dans le compartiment cytoplasmique ne
sont a ce jour pas décrit. L’activité du récepteur CAR est donc dépendante d’une signalisation

complexe partiellement élucidée.

La diversité des molécules et des mécanismes d’action régulant CAR refléte également
la complexité des réles physiologiques de la protéine. Ces réles sont décrits de maniére non

exhaustive dans la sous partie suivante.

D. Rdles physiologiques

Les r6les de CAR dans le foie sont les mieux décrits, le foie étant I’organe périphérique
majeur de réponse aux stress métaboliques et xénobiotiques. La géneration de souris invalidées
pour le gene Car et I’utilisation de molécules pharmacologiques activatrices ou inhibitrices de
sa signalisation permettent de mieux comprendre les réles de CAR dans la physiologie et la

pathologie.
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Figure 23 : Détoxication des xénobiotiques et enzymes des phases I,
II et I11.

Le xénobiotique pénétre dans la cellule et est pris en charge par des
enzymes de phases I (principalement des cytochromes) qui vont le
biotransformer. Puis les enzymes de phases II (notamment GST et UGT)
vont le conjuguer a des résidus endogeénes permettant son élimination par
les transporteurs (notamment MDR et MRP) ou enzymes de phase III.
GST : Glutathion S-transférase ; UGT : Glucuronosyltransférase ; MDR

: Multidrug resistance mutation ; MRP : Multidrug resistance protein ;
CYP450 : Cytochromes P450.



1. Détoxication : xénobiotiques et endobiotiques

CAR est le médiateur de ’expression de genes codant des enzymes cytochromes P450
dans le foie en réponse au phénobarbital (Kawamoto et al. 1999). La protéine CAR régule
directement 1’expression d’une multitude d’enzyme de phase I, 1l et Il impliquées dans le
métabolisme des xenobiotiques (Figure 23), (Li et al. 2015). CAR contréle I’expression de
nombreux cytochromes (CYP) de phase | : CYP2B, CYP3A, CYP2C, contribuant ainsi a la
détoxication d’un grand nombre de médicaments et de molécules chimiques
environnementales. De plus, I’activation de CAR entraine la régulation positive d’enzymes de
phase Il telles que UGT (uridine diphosphate glucuronosyltransferase), SULT
(Sulphotransferases) mais également celle de transporteurs d’efflux tels que MDR1 (Multidrug
resistance mutation 1), MRPs (Multidrug resistance proteins) et OATP (Organic-anion-
transporting polypeptides), (H. Li et Wang 2010), (Maglich et al. 2002). L’invalidation du gene
Car peut induire une sensibilité aux toxines, en conséquence de I’altération de la régulation
d’enzymes de détoxication. De plus, I’hépato-protection de CAR contre les xénobiotiques ne
consiste pas seulement en 1’induction de genes de détoxication. En effet, I’activation de CAR
va aussi permettre la répression d’un certain nombre de genes. Par exemple, CAR prévient
I’induction de CYP4A, une enzyme de peroxydation lipidique, en augmentant la synthése de
SOD (Superoxide dismutase-3) pour limiter le stress oxydant (Ueda et al. 2002). Cependant
’activation de la signalisation CAR, notamment par le PB, conduit a I’hépatomégalie chez la
souris (qui serait une réponse adaptative a un stress aigue) et a la tumorigenese hépatique en
cas d’activation chronique. Les animaux traités au PB et invalidés pour le gene Car ne
présentent aucune altération. Ces données révélent également dans certains cas un impact
délétere de I’activation de CAR (Huang et al. 2005).

Gréce a la régulation de I’expression de différentes enzymes et de transporteurs, CAR
régit également la détoxication des acides biliaires et de la bilirubine, qui peuvent étre toxiques
en cas d’accumulation hépatique (Saini et al. 2004), (Sugatani et al. 2002). L’accumulation
d’acides biliaires est notamment a ’origine d’inflammations des voies biliaires associées au
développement de choléstases (Chiang et Ferrell 2018). L’accumulation de bilirubine peut
conduire a la jaunisse et provoquer des troubles graves tels que des troubles cérébraux et des
retards de développement (Sullivan et Rockey 2017). L activation de CAR chez la souris induit
I’expression de génes codant des enzymes (CYP3All, SULT2A1, CYP2A5) et des
transporteurs (MRP3) impliqués dans le métabolisme et 1’élimination des acides biliaires et de
la bilirubine (Jun Zhang et al. 2004), (Kim et al. 2021).
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Il est important de noter que I’activation de CAR n’est pas toujours bénéfique puisque
le métabolisme hépatique peut convertir certains médicaments en molécules potentiellement
toxiques. Par exemple, I’activation de la signalisation CAR par I’acétaminophéne entraine la
production d’un métabolite, le N-acetyl-p-benzoquinone imine. Ce métabolite entraine une
défaillance hépatique aigiie en se liant & des macromolécules cellulaires et en générant des
especes réactives de I’oxygenes (Jun Zhang et al. 2002). L’impact bénéfique ou délétére de la
signalisation CAR sur les fonctions hépatiques pourrait également étre en lien avec la durée
d’exposition, comme abordé précédemment avec les polluants environnementaux. De plus, les
effets hépatotoxiques de la cocaine seraient aussi médies par la signalisation CAR. En effet la
cocaine serait métabolisée par des cytochromes dont la régulation est contrdlée par CAR, et un
métabolite résultant de ce catabolisme induirait la mort cellulaire. Chez la souris, le pre-
traitement au PB augmente 1’hépatotoxicité de la cocaine (Bornheim 1998), (Wei et al. 2000).
La capacité des molécules a activer ou inhiber CAR peut donc avoir de multiples effets, aussi
bien protecteurs que déléteres.

L’ensemble de ces données présente la protéine CAR comme un acteur clé du
métabolisme des xénobiotiques et des endobiotiques. En effet, en fonction de 1’activation ou de
I’inactivation de sa signalisation, elle peut étre impliquée soit dans la protection cellulaire contre
de nombreux agents endogenes et exogenes soit au contraire dans le développement de

pathologies.
2. Métabolisme des glucides

Le role de CAR dans le métabolisme glucidique a été initialement formulé suite aux
résultats d’une étude clinique dans laquelle des patients diabétiques présentaient une meilleure
sensibilité a ’insuline et une diminution des niveaux de glycémie aprés avoir été traités au
phénobarbital (Lahtela, Arranto, et Sotaniemi 1985). Aussi, une étude montre chez la souris
que I’activation de la signalisation CAR avec 1’agoniste TCPOBOP améliore la tolérance au
glucose (Dong et al. 2009). Cet effet s’explique par la suppression de la production hépatique
de glucose. L’activation de CAR réprime la transcription des genes codant les enzymes de la
néoglucogenése PEPCK (Phosphoenolpyruvate carboxykinase) et G6Pase (Glucose 6-
phosphatase). L’action répressive de CAR sur les génes de la néoglucogenése a ensuite €té
confirmée dans des cultures primaires d’hépatocytes humains (Lynch et al. 2014). Plusieurs
mécanismes d’action ont été suggérés : CAR entrerait en compétition avec FOXO1 et HNF4a
(Hepatocyte nuclear factor 4 alpha) pour la liaison aux élements de reponse IRE (Iron-
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responsive element) et HNFARE (Hepatocyte nuclear factor 4 o responsive element), présents
respectivement sur les promoteurs de PEPCK et G6Pase (Kodama et al. 2004). CAR pourrait
aussi se lier a des coactivateurs de HNF4a, (SRC2/GRIP1 et PGCla), entrainant une diminution
de I’expression de genes impliqués dans la néoglucogenése (Miao et al. 2006). Mais il a aussi
été montré que CAR agit comme un co-répresseur de FOXOL1 et qu’il est également capable
via son interaction nucléaire avec la protéine FOXO1 de réduire de son activité
transcriptionnelle, diminuant ainsi I’expression des génes Pepck et G6Pase (Kodama et al.
2004), (Pustylnyak, Gulyaeva, et Pustylnyak 2020).

3. Meétabolisme des lipides

Le role de CAR dans la régulation du métabolisme des lipides reste controversé.
Certaines études rapportent des effets positifs de la signalisation CAR sur la lipogenese alors

que d’autres suggerent des effets inverses.

Le traitement chronique de patients avec des activateurs de CAR comme le
phénobarbital est associé a des troubles hépatiques métaboliques (La Vecchia et Negri 2014).
Ces observations cliniques ont été¢ confirmées par 1’utilisation de modéles animaux révélant un
contrdle du catabolisme des acides gras et de génes hépatiques impliqués dans la lipogenése par
CAR. En effet, CAR agit négativement sur la lipogenese en interférant dans la p-oxydation des
acides gras via la modulation de I’activité du récepteur nucléaire PPARa (Peroxisome
proliferator-activated receptora), (Kassam et al. 2000). En effet, CAR s’hétérodimérise avec
RXR et réduit donc sa disponibilité pour son autre partenaire PPARa. De plus, chez les souris
obeses de génotype ob/ob nourries avec un régime en matieres grasses, 1’activation de CAR
entraine une diminution de la stéatose hépatique en inhibant la lipogenése de novo (Gao et al.
2009).

Cependant, des données plus récentes ont rapporté un effet positif de CAR sur la
lipogenese, via I’induction de I’accumulation hépatique de lipide aprés activation de CAR chez
la souris (Marmugi et al. 2016). CAR induirait 1’expression de génes hépatiques de la
lipogeneése tel que Pnpla3 (Patatin-like phospholipase domain-containing protein 3). Des effets
similaires de 1’activation de CAR ont été rapportés dans des lignées primaires d’hépatocytes
humains, révélant que Thrsp (Thyroid Hormone Responsive), un géne cible de CAR codant une
protéine de réponse a 1’hormone thyroidienne, est un important régulateur de la lipogenése

hépatique (Breuker et al. 2010)
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Les effets contradictoires de CAR sur le métabolisme des lipides pourraient s’expliquer
par les différentes caractéristiques physiologiques au sein des études. CAR apparait comme un
inhibiteur de la lipogenese dans une situation de stress métabolique induit par un régime riche
en graisse, alors qu’il serait plut6t activateur en présence d’une molécule chimique agoniste
exogene. Ces données suggérent que CAR est un senseur répondant de maniére spécifique a un
stress donné, apportant une réponse adaptée afin de réguler les fonctions cellulaires et

physiologiques et conserver 1’homéostasie au sein de 1’organisme.
4. Régulation d’hormones stéroidiennes

L’implication de CAR dans la régulation hormonale a été initialement suggérée lorsque
I’androstanol et I’androstenol furent identifiés comme ligands de CAR. Ces stéroides inhibent
I’activit¢ de CAR en induisant la dissociation des coactivateurs de CAR. Les niveaux
d’hormones stéroidiennes sont maintenus par un équilibre dynamique entre synthése et
dégradation. Cette coordination est essentielle pour maintenir des fonctions physiologiques
normales. De nombreux cytochromes (CYP11, CYP17, CYP19, CYP21) sont impliqués dans
la synthese des hormones stéroidiennes, leur catabolisme et leur inactivation (Schenkman
1992). Le foie est le site principal de catabolisme des stéroides, ou CAR joue donc un réle
essentiel a travers la régulation de nombreuses enzymes dont les cytochromes. Par exemple,
I’activation de CAR par ’agoniste TCPOBOP induit le catabolisme des cestrogénes pour
permettre leur excrétion (Yamamoto et al. 2006), (Oliviero et al. 2020). De plus, I’invalidation
du géne Car conduit a une augmentation du taux plasmatique de testostérone chez la souris
male et a une augmentation du taux plasmatique d’cestradiol chez la souris femelle (Lukowicz
et al. 2019).

5. CAR et cancer

Une étude a montré en 2004 que I’activation chronique de CAR (directe ou indirecte)
chez la souris est responsable de la promotion tumorale hépatique (Yamamoto et al. 2004). En
effet, seules les souris exprimant la forme sauvage de CAR présentent des carcinomes
hépatocellulaires suite a I’induction de la signalisation CAR (Huang et al. 2005). De plus, une
¢étude suggere que I’activation de CAR par le phénobarbital altére la méthylation de I’ADN ce

qui conduirait a la tumorigenese hépatique (Phillips et al. 2007).

CAR induit également I’expression de Gadd45p (Growth arrest and DNA

damageinducible 45f), un inhibiteur de I’apoptose, ce qui conduit a la prolifération cellulaire
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Figure 24 : I’accumulation d’un agoniste inverse de CAR au niveau testiculaire entraine une
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Les souris invalidées pour Fxra et nourries avec un régime riche en acides biliaires présentent des
altérations du pool d’acides biliaires testiculaires. Ces altérations sont corrélées a la modification de
I’expression d’enzymes impliquées dans la biosynthése des acides biliaires, ce qui entraine
I’accumulation de métabolites intermédiaires notamment agonistes inverses de CAR.

Le traitement de souris sauvage adulte avec I’androstanol (un agoniste inverse de CAR) permet de
reproduire le phénotype d’hypofertilité observé. A I’inverse le traitement des souris invalidées pour
Fxra nourries avec un régime en acides biliaires avec le TCPOBOP (un agoniste de CAR) permet
d’inhiber les impacts déléteres sur la fertilité. Ces données suggerent un role de CAR dans la
physiologie testiculaire adulte chez la souris.
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et a la croissance tumorale chez la souris (Columbano et al. 2005). De plus, chez la souris, le
traitement au TCPOBOP entraine une augmentation des niveaux de transcrits du géne Cyclin
di1, un événement majeur impliqué dans la prolifération cellulaire hépatique (Ledda-Columbano
et al. 2000). De plus, il a été démontré que ’activation de la signalisation CAR chez la souris
régulerait positivement Mdm2 (Double minute oncogene), un oncogéne qui promeut la
réplication de I’ADN et inhibe 1’expression du suppresseur de tumeur P53 (Huang et al. 2005).

Cependant, dans le contexte humain, les donnees disponibles contrastent avec les
données obtenues chez la souris. Il apparait que 1’activation de CAR par son agoniste humain
CITCO inhibe la progression tumorale cérébrale en induisant un arrét du cycle cellulaire et

I’apoptose des cellules (Chakraborty, Kanakasabai, et Bright 2011).

Les études réalisées chez la souris indiquent de maniere concluante que CAR régule la
prolifération cellulaire. Cependant, avant de considérer CAR comme une cible thérapeutique
chez I’'Homme dans le cas de cancer ou de désordres métaboliques, il est important

d’approfondir le travail sur les roles et le fonctionnement du récepteur CAR humain.

Présentation du projet de recherche

CAR est un récepteur nucléaire impliqué dans de nombreuses fonctions physiologiques
et physiopathologiques telles que la détoxication (des endobiotiques et des xénobiotiques), le
métabolisme (notamment glucidique et lipidique) et la régulation hormonale (notamment
stéroidienne). Il est exprimé majoritairement dans le foie, mais son expression est également

détectée dans le duodénum, le cerveau, le coeur et les reins.

Récemment, des travaux réalisés dans notre équipe de recherche ont révélé I’expression
de CAR dans le testicule. Il pourrait donc participer au développement de pathologies
testiculaires d’origine environnementale permettant notamment de mieux comprendre certaines
infertilités idiopathiques. En effet, les travaux de I’équipe ont montré chez la souris adulte une
signalisation CAR active au sein du testicule, dont la modulation est capable d’impacter la
physiologie testiculaire. Cette étude révele que I’accumulation d’un agoniste inverse (Al) de
CAR dans le testicule, causée initialement par une altération de la biosynthése des acides
biliaires testiculaires, conduit a des troubles de la fertilité chez la souris adulte (Martinot et al.

2017), (Figure 24). Ces données suggerent un role du récepteur CAR dans 1’homéostasie
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testiculaire, et plus précisement dans la spermatogenese. En effet, 1’équipe a mis en évidence
que I’expression de Car au sein du testicule est retrouvée majoritairement dans les cellules

germinales indifférenciées.

L’objectif de mon projet de recherche est d’identifier les roles de CAR dans la
physiologie et la physiopathologie testiculaires, notamment au sein de la lignée germinale.
D’une part, notre étude vise a caractériser in vivo I’'impact de la modulation néonatale de la
signalisation CAR sur la physiologie testiculaire et la fertilité a 1’age adulte. Dans ce contexte,
des souris issues de la souche C57BI/6J, sauvages ou invalidées pour Car de maniere totale, ont
été traitées pendant les 5 ou 10 premiers jours de leur vie avec un agoniste (TCPOBOP) ou avec
un agoniste inverse (androstanol) du récepteur CAR. L’étude des impacts de ces traitements a
ensuite été réalisée a différents ages (5 jours, 10 jours, 8 mois), (Figure 25) grace a des analyses
phénotypiques, histologiques, biochimiques et moléculaires. D’autre part, afin de s’affranchir
des biais de cellularité retrouvés a 1’échelle du testicule in vivo, cette approche a été complétée
in vitro par I’utilisation de la lignée cellulaire C18.4 de spermatogonies indifférenciées

sauvages ou invalidées pour le géne codant CAR par la technique de CRISPR/Cas9.

Les données obtenues montrent que I’inhibition néonatale de la signalisation CAR par
I’agoniste inverse (Al) androstanol affecte la fertilité des souris a 1’age adulte, sans impact sur
le nombre de spermatozoides épididymaires, suggérant ainsi une atteinte qualitative de la lignée
germinale. Cet effet est corrélé a une altération de la voie de signalisation associée a FOXO1
dans les spermatogonies indifférenciées. Cela suggére que les altérations précoces subies par
les spermatogonies indifférenciées au moment de la modulation néonatale de la signalisation
CAR sont « mémorisées/conservees » et transmises lors des étapes de différenciation,

impactant in fine la qualité des spermatozoides.

De plus, dans un contexte d’exposition multiple aux xénobiotiques, nous avons
¢galement étudié I’impact d’une double activation des signalisations CAR et PXR. Les animaux
(sauvages ou invalidés pour le géne Car) ont été traités comme decrit précédemment avec un
agoniste de CAR (TCPOBOP), ou un agoniste de PXR (PCN), ou avec les 2 agonistes (Figure
25). De méme des analyses phénotypiques, histologiques, biochimiques et moléculaires ont été
réalisées a différentes périodes de la vie des souris pour identifier les impacts des expositions
néonatales. Nos résultats démontrent que la co-exposition au TCPOBOP et au PCN induit des
défauts de la fonction reproductive méale plus importants que ceux observés dans le cas d’une

exposition simple au TCPOBOP ou au PCN. En effet, la co-exposition néonatale a ces
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molécules altére de maniére additive la fertilité des animaux. Les animaux sauvages présentent
une diminution de la production spermatique, associée a une diminution du taux de testostérone
intra-testiculaire apres la double exposition. De maniere intéressante, les parameétres
testiculaires altérés par la co-exposition ne sont que faiblement affectés chez les souris
invalidées pour le geéne Car. Ces données suggérent un réle important de CAR dans les troubles
testiculaires induits par la double exposition. De plus, il est important de noter que ces deux
récepteurs ne sont pas exprimes dans les mémes types cellulaires dans le testicule, illustrant le
réle majeur des interactions et des dialogues entre les types cellulaires testiculaires dans la

survenue d’altérations de la fonction de reproduction en réponse aux xenobiotiques.
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Article 1

Inhibition of the Constitutive Androstane Receptor by Inverse Agonist Leads to Male

Fertility Disorders. En préparation.

Monrose Mélusine, Holota Héléne, Martinot Emmanuelle, Thirouard Laura, de Haze
Angélique, Damon-Soubeyrand Christelle, Saru Jean-Paul, Caira Frangoise, Lakhal Laila,
Beaudoin Claude, Volle David H.

A. Introduction

Depuis quelques décennies, des études alarmantes témoignent de la baisse de la fertilité
chez I’homme, associée a une augmentation constante des atteintes quantitatives et qualitatives
de la spermatogenese (Rolland et al. 2013). Si les origines de certaines infertilités sont corrélées
a des altérations génétiques, selon les sources entre 30% et 60% d’entre elles demeurent
idiopathiques. De plus en plus d’études démontrent néanmoins chez I’homme et chez des
mod¢les animaux, 1’implication de facteurs environnementaux, notamment de perturbateurs
endocriniens, dans 1’étiologie de I’infertilit¢ (Rehman et al. 2018), (Somers 2011). Cependant,
la fonction endocrinienne n’est pas la seule altérée par les signalisations induites par les
molécules chimiques environnementales pénétrant dans 1’organisme. La protéine CAR
(Constitutive Androstane Receptor), membre de la superfamille des récepteurs nucléaires, est
un senseur de xénobiotiques impliqué notamment dans le contrle hépatique de leur
métabolisme (Timsit et Negishi 2007). Notre équipe de recherche a montré en 2017 que CAR
est exprimé dans le testicule de souris et que I’inhibition de sa signalisation chez la souris a
I’age adulte entraine une diminution de la production spermatique altérant ainsi la fertilité des
animaux (Martinot et al. 2017). L’organisme humain comme celui de nombreuses especes est
fréquemment exposé aux xénobiotiques, et les périodes feetales et néonatales reflétent des

fenétres développementales particuliérement sensibles aux signaux environnementaux.

Dans ce contexte, nous avons étudié les roles néonataux de la signalisation CAR et les
conséquences a 1’age adulte de ses modulations dans la physiologie et les physiopathologies
testiculaires notamment dans un contexte d’exposition aux molécules environnementales. Pour
cela, des souris sauvages ou invalidées pour le gene Car ont été traitées pendant les 10 premiers
jours de leur vie avec 1’androstanol (Al), démontré comme une molécule exercant une activite

agoniste inverse spécifique de la forme murine de CAR (mMCAR), (Forman et al. 1998). Les
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fonctions testiculaires et les capacités de reproduction des animaux ont été analysées a
différents ages.

Nos résultats démontrent que 1’inhibition néonatale de la signalisation CAR a un impact
al’age adulte sur la qualité spermatique et diminue la fertilité des animaux. Les spermatozoides
issus des males traités avec 1’ Al présentent une rétention de I’histone H3, ce qui suggére une
altération du processus de spermiogenese (Yuen et al. 2014), (Oliva et Ballesca 2012). De plus,
des analyses en période néonatale juste aprés le traitement avec 1’Al, et in vitro sur une lignée
de spermatogonies indifférenciées ont permis de montrer que 1’inhibition de la signalisation
CAR impacte initialement I’homéostasie des cellules germinales indifférenciées. En effet le
traitement Al entraine des modulations de la signalisation FOXO1 et des niveaux de
I’acétylation de I’histone H4 dans les cellules germinales qui sont maintenues jusqu’a 1’age
adulte au niveau testiculaire. Nos données suggerent que ces modulations altéreraient en partie
la différenciation des cellules germinales, médiant ainsi des impacts a long terme sur la fonction
testiculaire. Nos travaux démontrent pour la premicre fois I’implication de CAR dans

I’homéostasie des cellules germinales.
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Monrose et al. Neonatal CAR inhibition alters male fertility

Abstract

Male sexual function can be disrupted by fetal or neonatal administration of compounds that
alter testicular physiology. Several studies have revealed that the Constitutive Androstane
Receptor (CAR; NR1I3) is a receptor of xenobiotics. We hypothesized that CAR could be
involved in the reprotoxic effects of environmental pollutants, such as endocrine disruptors. To
test this hypothesis, we performed a proof-of-concept approach using reference molecules to
activate (TCPOBOP) or inhibit (androstanol) CAR activity. Data demonstrates that CAR is
mainly expressed in germ cell lineage. The roles of the CAR signaling pathway were
investigated on spermatogonial homeostasis using in vivo, in vitro, and pharmacological
methods. In vivo studies were performed using wild-type and Car-deficient mouse models.
Following the exposure to the inverse agonist, inhibiting CAR activity, wild-type animals
showed impaired fertility. Indeed, CAR modulates the expression of key genes of
undifferentiated spermatogonia such as /d4. At the molecular level, the present data highlight
the molecular mechanisms underlying the interactions between CAR, FOXO1 and acetylated
histone H4 in spermatogonia associated with impaired germ cell differentiation and altered
sperm quality after inverse agonist exposure.

This work makes an important contribution to the literature as it shows for the first time
that CAR plays a key role in germ cell homeostasis in the context of xenobiotic exposures and
that the CAR signaling pathway may now need to be studied to better identify the adverse

impacts of environmental molecules on male fertility.



Monrose et al. Neonatal CAR inhibition alters male fertility

Introduction

Infertility is @ major public health issue defined by the World Health Organization as the
inability of a couple to conceive a child after 1 year of regular unprotected intercourse. Today,
approximately 15% of couples worldwide are affected by fertility disorders’. The male factor is
totally or partially involved in 30 to 50% of cases?.

Next to genetic causes, the impact of environmental pollutants on male fertility seemed
to have major detrimental effects, as sustained by epidemiological studies and experimental
models using animal models®**. The fetal and neonatal periods are defined as the most
sensitive windows for xenobiotics exposures. These exposures lead to the alteration of the two
main functions of the male gonad, the endocrine and exocrine functions. They correspond
respectively to the synthesis of testicular hormones such as testosterone by the Leydig cells
in the interstitial space, and to the production of spermatozoa within the seminiferous tubules.

To protect health, molecules can be eliminated by the body through detoxification
mechanisms. Indeed, processes involving enzymes, such as cytochromes, allow the toxicity
of these molecules to be reduced®. The expression of these enzymes, essential for clearance
of these molecules, is finely regulated. The Constitutive Androstane Receptor (CAR/Nr113), a
member of the nuclear receptor superfamily is among the actors involved in the control of
xenobiotic catabolism as demonstrated in the liver®. CAR is activated in two ways, either by
direct ligand binding or by indirect regulation. This later being associated with its
dephosphorylation. Indeed, in response to phenobarbital induction, the protein phosphatase-2
(PP2A) is recruited by the CAR:HSP90 (heat shock protein-90) complex’, that results in the
dephosphorylation of serine 202 of the murine CAR receptor?® or threonine 38 of the human
CAR receptor®. These activations lead to the release of CAR from the multiprotein complex
and to its translocation into the nucleus. Then, CAR binds and acts as a heterodimer with the
Retinoid X Receptor (RXR)'°. As a receptor of xenobiotics, CAR activity is modulated by
environmental pollutants or clinically used drugs, which are either ligands or indirect
activators™".

In addition several endogenous or exogenous molecules have been defined as CAR
inverse agonists (IA) ', such as androstanol in mice™. 1A represses CAR transcriptional
activity by destabilizing the Helix-12 of the activation function-2 domain, leading to the
departure of coactivators and the recruitment of corepressors™. CAR is still bound to
chromatin, but its transcriptional activity is significantly reduced/repressed. Interestingly, data
have previously demonstrated that within mouse testis, in the context of altered bile acid
homeostasis, metabolites defined as CAR inverse agonists are detected®.

Over the last decades, the roles of CAR have been decipher mainly in the liver where it

plays a role in detoxification, thyroid and steroid hormone metabolism as well as in the
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regulation of carbohydrate and energy metabolisms’®. Its functions in other organs are less
established.

In contrast, the roles of CAR on testicular physiology and pathophysiology have not been
fully investigated to date. We hypothesized that CAR, which is expressed in the testis, may be
involved in the development of environmentally induced testicular pathologies and male fertility
disorders. The combination of in vivo, in vitro, and pharmacological approaches was used to

define the roles of the CAR signaling pathway on germ cell homeostasis and male fertility.

Results
CAR is expressed in testis from early life to adulthood.

CAR has been demonstrated to be expressed in the testis'®. To decipher its roles in
male reproductive function, we first revisited its expression in the mouse testis. The present
data showed that CAR was expressed in mouse testis from neonatal period to adulthood
(Figure 1A). In neonatal mice, Car mRNA was mainly detected in spermatogonia cells using
analysis of CD90 positive (CD90+) sorted cells compared to eluate part (Figure 1B). However,
Car mRNA was expressed in both cell types (CD90+ and CD90- cells) (Figure 1B).
Consistently, data showed that in adult mice Car mRNA was detected in both tubular and
interstitial compartments of the testis (Figure 1C). In adult, Car mRNA was also enriched in
CD90+ germ cells compared to the other cell types in the eluate (Figure 1D).

Expression in the germ cell lineage was confirmed by immunochemistry in neonatal
and adult mouse testes by detection of CAR in undifferentiated germ cells revealed by the
PLZF (promyelocytic leukemia zinc finger, encoded by the BTB domain zinc finger containing
16 (Zbtb16)) marker and in differentiated germ cells identified using the G9A marker. Note that
no staining was observed in Sertoli cells, which were detected using SOX9 (SRY-Box
Transcription Factor-9) staining (Figure 1E). Results also showed staining in the interstitial
space (Figure 1E), which sustained previous data highlighting the expression of Car in the
Leydig cells'. Consistently to the in vivo data, the expression of Car in germ cells and Leydig
cells was confirmed by qPCR approach using the MLTC1 Leydig cell lines and the C18-4 and
GC1spg germ cell lines (Figure 1F). The present data highlighted that CAR could be involved

in xenobiotic response within testis.

Car deficiency alters male mice reproductive capacities throughout aging.

We first analyzed the effects of Car gene deficiency on reproductive capacities in male
mice. As Car is expressed in different cell types of the testis, we used a full-knockout model
(Car™)". At 8 months of age, an impact of the lack of CAR was noticed on male fertility.
Indeed, there were sterile males in Car’"(11%) whereas all WT males were fertile (Figure 2A).

No impact of the absence of the Car gene was observed on sperm production, as revealed by
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counting the number of sperm in the epididymal head at 8 months of age (Figure 2B).
However, a lower testis weight was observed in Car’™ mice compared to WT males at 8 months
of age (Figure 2C). These data suggested that the Car gene deficiency had some impacts on
male fertility in normal physiological conditions. Moreover, the lower testicular weight observed
in Car’” males compared to WT males supported the idea that the CAR signaling pathway may

play some roles in testicular pathophysiology.

Inhibition of CAR signaling pathway using inverse agonist leads to male fertility
disorders.

As CAR is a nuclear receptor of xenobiotics and is involved in detoxification, we
wondered whether the roles of CAR in testis could be revealed upon exposure to toxicants.
Neonatal exposure to CAR agonist TCPOBOP, a molecule initially identified in pesticide'®, had
almost no impact on the percentage of fertility males (data not shown, see paper 2). As
endogenous and exogenous molecules could act as CAR inverse agonist (IA), we wondered
whether CAR inhibition by IA could reveal its testicular functions. We thus tested whether
neonatal IA exposure, using androstanol’®'S, could alter testicular physiology and fertility. Male
mice were exposed from 1 to 10 days postnatally and then fertility analysis was performed at
adulthood. At 8 months of age, while no difference between groups was noted in the
percentage of plugged females (Figure 3A), there was a higher percentage of sterile WT males
after IA exposure compared with the vehicle-treated group, whereas no effect of IA was
observed in Car-deficient (Car’") male mice (Figure 3A). IA-treated WT males that remained
fertile, the number of fecundations was slightly (around 1 pup per litter) different with also fewer
live pups and more dead pups in utero compared to control WT mice (Figure 3B). Of note, no
effect of IA was observed in Car”” male mice. (Figure 3B). Consistently, the altered fertility in
WT males exposed to IA was not associated with decreased spermatozoa production as
revealed by the sperm cell count in the head of the epididymis (Figure 3C). These data

suggested that the fertility defects found after IA exposure were due to altered germ cell quality.

IA impacts testosterone production in a CAR independent manner.

The impacts of many environmental molecules have been associated with endocrine
disrupting activity in recent decades'. The lack of Car had been demonstrated to modulate
the level of blood testosterone in old mice'’. We wondered whether altered intra-testosterone
levels might be involved in the observed IA-induced phenotypes. Lower intra-testicular of
testosterone were observed in adult WT males neonatally treated with |A compared to vehicle
treated mice (Supplemental Figure 1A). This impact on steroidogenesis clearly demonstrated
a non-specific effect of IA as similar effect was detected in Car” males. Thus, these data

suggested that the decrease in testosterone levels following IA exposure did not contribute to
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the impact of IA on fertility. Indeed, |IA-treated Car” males, even though they had lower
testosterone levels, did not show altered fertility compared to vehicle treated Car” males. Note
that in neonatal mice there was no impact of IA on intra-testicular testosterone levels mice

(Supplemental Figure 1B).

Inhibition of CAR signaling pathway using inverse agonist leads to alterations of the
spermatogenesis.

Interestingly, the current data show that |IA exposure was associated with a slight
increase in germ cell apoptosis in WT males at adulthood (Supplemental Figure 1C).
However, this increase was not strong enough to have an impact on the number of sperm
produced (see Figure 2B). Furthermore, since in IA-treated WT males there was an alteration
of the number of alive pups, the present data suggested that the impaired fertility must be also
due to abnormal germ cell quality. The remaining question was to decipher how neonatal
exposure to |A could program germ cells throughout life.

To better understand the impacts of IA on male fertility, we focused on male gonad. No
maijor difference in testicular histology was seen between groups (Figure 4A), as reflected by
the normal number of Sertoli cells and spermatogonia as revealed respectively by the SOX9
or PLZF positive cell counts (Figures 4B & 4C). In addition, no difference was observed in the
number of seminiferous tubules stained for meiotic marker SYCP3 (Synaptonemal complex
protein 3) (Figure 4D). As no effect was observed for all these markers on WT, the impact of
IA on Car” males was not analyzed.

Similarly, no difference was observed for the overall number of seminiferous tubules with
post-meiotic cells revealed by ac-H4 (acetylated histone H4) (Figure 4E). However, further
analyses of the data using ac-H4 staining on IA-treated WT males showed an abnormal
proportion of seminiferous tubules with round or elongated spermatids compared to the
vehicle-treated group (Figure 4F). In contrast, no alteration of the ratio of round to elongated
spermatids was observed in Car” mice in response to IA treatment (Figure 4F). The
importance of altered ac-H4 levels in the observed phenotype was sustained by data showing
a similar decrease of the ratio of round to elongated spermatids in vehicle treated Car” males
compared to vehicle treated WT males. These data suggested that neonatal inhibition of CAR
by IA led to impaired spermatogenesis in adulthood with abnormalities in germ cell
differentiation, as revealed by the abnormal ratio of round to elongated spermatids.

These data suggested that inhibition of CAR might be associated with alterations in
spermiogenesis, as ac-H4 has been shown to be a key player in the initiation of
spermiogenesis leading to the histone-to-protamine transition. We therefore analyzed histone
retention in sperm cells. The data showed a higher level of histone H3 in sperm from |A-treated

WT males compared to sperm from control males (Figure 4G). These histone retention data
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were consistent with the idea that IA treatment in WT mice resulted in impaired sperm quality
associated with decreased fertility and increased offspring mortality in litters compared to
control mice. Consistently, no effect of IA was detected on sperm cells of Car”” male mice
(Figure 4G).

Neonatal exposure to CAR IA alters neonatal spermatogonial stem cell homeostasis.
To better decipher the longer-term impacts of IA exposure that led to male fertility
disorders at adulthood, we decided to define the initial impacts of IA. Testicular homeostasis
of male mice was analyzed at post-natal days 5 (P5) and 10 (P10), during and at the end of
the exposure. At P5 the numbers of ID4 (inhibitor of differentiation 4), PLZF and SOX9 positive
cells were similar between IA and vehicle treated animals in WT males (Figure 5A, 5B & 5C).
At P10, the number of ID4+ spermatogonia was similar between IA and vehicle treated animals
(Figure 6A). However, lower numbers of PLZF+ and G9A+ cells were observed in the IA-
treated WT animals compared to vehicle treated ones (Figure 6B & 6C). This was not
associated with a significant increase of the apoptotic rate of germ cells in the IA-treated WT
males compared to controls (Figure 6D). These data suggested that IA could be, by the end,
associated with an alteration of germ cell differentiation. A more precise analysis of germ cells
showed that, at P5 and P10, there was an abnormal localization of spermatogonia at the center
of the seminiferous tubules following IA exposure compared to vehicle-treated males (Figure
5D & 6E). This was illustrated using ID4 and PLZF immunostainings at P5 and P10
respectively (Figure 5D & 6E). Note that these effects of the IA exposure were not seen in
Car” males. This impact was transitory as adult spermatogonia were perfectly positioned at
the basal membrane of the seminiferous tubules (see Figure 4B). Interestingly, the vehicle
treated Car’” males presented an accumulation of ectopic ID4+ cells compared to vehicle
treated WT males at P5 (Figure 5D). This was less pronounced at P10 with the number of
ectopic PLZF+ cells compared to IA-WT treated males; even though it was significantly higher
in vehicle treated Car” males than in vehicle treated WT (Figure 6E). These data suggested
that inhibition of CAR activity using IA or Car deficiency led in part to similar phenotypes in
germ cell homeostasis during early neonatal life. The data observed at P10 for ectopic PLZF
cells suggested that chronic exposure to IA had a stronger impact than Car deficiency (Figure
6E). This could be because in the IA context, there was inhibition of CAR activity whereas in
the knockout context, there was simply no CAR activity. Taken together, these data suggested
that the abnormal localization of spermatogonia during the neonatal period, which was much
more strongly affected by CAR inhibition than by Car deficiency, may be due to altered
migration and/or differentiation processes, both of which are interconnected during the

transition from gonocytes to spermatogonia in the neonatal mouse testis.
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CAR inhibition alters FOXO1 pathway in spermatogonia.
To define the potential impact of CAR on the gonocyte to spermatogonia transition, we decided
to analyze the FOXO1 signaling. Indeed, FOXO1 had been demonstrated to be involved in the
gonocyte to spermatogonia transition in neonatal mouse testis®°. This is particularly important
because the FOXO1 and CAR signaling pathways had been shown to interact and to
respectively control their transcriptional activities?'. At P5, no effect was noticed on the overall
number of FOXO1 positive cells following the IA treatment in WT males (Figure 7A). However,
as seen for ID4+ cells, a higher number of FOXO1+ ectopic germ cells was noticed in the
center of the seminiferous tubules in |A-treated WT males (Figure 7B). At P10, the number of
FOXO1+ ectopic cells was still higher in IA-treated WT males than in controls (Figure 7C). In
addition, at P10, the overall number of FOXO1+ cells was lower in |A-treated WT males
compared to controls (Figure 7D). No impact of IA treatment was observed in Car” males at
both P5 and P10 (Figures 7A to 7D). Note that vehicle treated Car’ males presented higher
accumulation of ectopic FOXO1+ cells compared to vehicle treated WT at P5 and P10
(Figures 7B & 7C). This was consistent with the fact that FOXO1 could be involved in the
reproductive phenotype, as both IA-treated WT and veh-treated Car’” mice showed altered
fertility. The involvement of FOXO1 in the gonocyte to spermatogonia transition relies on its
nuclear-cytoplasmic trafficking®. Indeed, even if the transition starts during embryonic life, it
had been shown that in P3 gonocytes, FOXO1 undergoes translocation from the cytoplasm to
the nucleus and it had been proposed that this contributes to the transition from gonocytes to
SSCs?. Analysis of FOXO1 cellular sub-localization showed that in IA-treated WT males, there
was a lower percentage of ectopic cells with nuclear localization of FOXO1 and a higher
percentage of ectopic cells with cytoplasmic localization of FOXO1, compared to vehicle-
treated WT males at P10 (Figure 7E & 7F). No effect of IA was observed in Car” males. Of
note, for this parameter, similar impact on FOXO1 nuclear localization was observed in Car”
males under vehicle condition (Figure 7E). However, the percentage of ectopic cells with
cytoplasmic localization of FOXO1 did not seem impacted in Car” males compared to vehicle-
treated WT males, supporting the idea that IA-treated WT males showed higher incidence of
fertility disorder than veh-treated Car” mice (Figure 7F). These data suggested that after I1A
treatment, FOXO1 was less present in the nucleus and more present in the cytoplasm, thus
less able to induce its transcriptional activity compared to vehicle treated WT males. This was
consistent with the idea that cytoplasmic-nuclear translocation, proposed to contribute to the
transition from gonocytes to SSCs?°, was impaired by IA and thus could explain greater
retention of cells in the center of the seminiferous tubules due to altered differentiation and/or
migration processes.

Regarding the identification of mechanisms linking early neonatal exposure and

deleterious phenotypes in adulthood, it is noteworthy that some of the effects observed in
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neonatal mice were also found in adult life such as alterations in FOXO1 signaling (Figure 8).
Indeed, the number of FOXO1 positive spermatogonia was lower in |IA-treated WT males at
adulthood compared to vehicle treated males (Figure 8A). In addition, no effect of IA was
observed in Car” males (Figure 8A). However, at this age, the number of FOXO1+ cells were
lower in Car” vehicle treated males compared to vehicle-treated WT males (Figure 8A). This
was consistent with the fact that FOXO1 could be involved in the reproductive phenotype, as
both IA-treated WT males and vehicle-treated Car” mice showed altered fertility. No change
was observed, in |A-treated males, in the number of cells with cytoplasmic or nuclear staining
for FOXO1 (Figure 8B). Thus, the main change, following IA exposure, was for the number of
FOXO1 positive cells in IA-treated WT males compared to vehicle WT mice (Figure 8A). These
data suggested that the expression of FOXO1 must be altered up to adulthood too. No effect
of IA was observed in Car’” males. However, vehicle treated Car” males showed lower levels
of nuclear FOXO1 and higher levels of cytoplasmic FOXO1 compared to WT vehicle treated
animals (Figure 8B). Interestingly, it has been suggested that at adulthood, the lack of FOXO1
could be associated with the alteration of spermatogonia but also with abnormalities in post-
meiotic cells?®, even if the mechanisms still to be defined. This was consistent with the
alteration observed in adult IA-treated WT mice that showed an altered number of FOXO1+
spermatogonia as well as impaired spermiogenesis leading to histone retention in

spermatozoa.

CAR inverse agonist leads to modulation of AKT-FOXO1 signaling pathway in
spermatogonia.

At the molecular level, as some cellularity differences might exist between these groups
at P5 and P10 (Figure 4), we decided to analyze the expression of spermatogonial genes in
cell sorted spermatogonia. The enrichment of the samples was confirmed through qPCR
analyses of cell specific markers for Leydig cells (Cyp711at), Sertoli cells (Fshr) and
spermatogonia (Oct3/4 and Plzf) (Supplemental Figure 2). Data confirmed a lower mRNA
expression of CD90, Id4, Plzf and Gfra1 (Figure 9). These data confirmed that IA exposure
altered the expression of key genes in undifferentiated spermatogonia. No effect was observed
on Foxo1 mRNA levels. In addition, even if Foxo? mRNA accumulation was not altered, the
present data suggested that FOXO1 downstream targets were impacted such as Cdh1 (Figure
9). This sustained the fact that CAR-FOXO1 signaling could be involved in altered
spermatogonia homeostasis following IA exposure. This must result in delayed/altered
establishment of SSC pool compared to vehicle treated males.

To better define if CAR-FOXO1 signaling was involved in the effects of IA, we decided
to analyze the impact of CAR inhibition through IA exposure in vitro using the spermatogonial
cell line (C18-4). First, we established the impact of the lack of CAR on this cell line. For that
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purpose, we generated a C18-4 cell line deficient for the Car gene (CAR-KO cells), using the
CRISPR/Cas9 technology (see materials and methods & Figures S3A to S3E). No
expression of Car was noticed in the knock-out cells as revealed by gPCR (Supplemental
Figure S3C). The impact of |IA treatment was then analyzed on WT and KO cells at different
timing.

As observed in vivo the treatment with 1A led to a lower mRNA accumulation of /d4 at
3h and 6 hours after treatment (Figure 10A). FOXO1 signaling pathway was altered as
highlighted by lower mRNA accumulations of its target genes such as Gata2, Tex19.1 and
Cdh1 specifically in WT cells treated with IA at either 6h or 24h after treatment (Figure 10B).
These data suggested that the transcriptional activity of FOXO1 must be altered by IA
treatment.

We decided to analyze the impact of IA on FOXO1. IA treatment altered Foxo?T mRNA
accumulation at 3h specifically in WT cells (Figure 10C). Interestingly, data confirmed the
impact of IA treatment on FOXO1 at protein level (Figure 10C). These effects were CAR
dependent as no effect was observed in CAR-KO cells. In addition, altered levels of CDH1
protein was observed specifically in I1A- treated WT cells compared to controls (vehicle) (Figure
10D).

The transcriptional activity of FOXO1 has been demonstrated to be related to its post-
translational modifications such as phosphorylation??. Data showed that the level of
phosphorylated-FOXO1 was higher in |IA treated WT cells, whereas no effect of IA was
observed on Car-KO cells (Figure 10E). Note that a similar impact on P-FOXO1 was observed
between vehicle treated CAR-KO cells and |IA-treated WT cells (Figure 10E). To define
whether phosphorylation of FOXO1 was involved in the effects of IA treatment, experiments
were done using a constitutively active FOXO1, retained in the nucleus and so called FOXO1-
AAA where phosphorylation site were mutated®?. Data showed that transfection using FOXO1-
AAA in cells was able to counteract the impact of IA on FOXO1’s target genes namely
Gadd458 at mRNA levels (Figure 10F) and at protein level CDH1 as revealed by western-blot
analyses (Figure 10G).

To define how the CAR signaling pathway interact with the FOXO1-phosphorylation in
spermatogonia, we focused on the PI3K pathway as it had been demonstrated that FOXO1 is
phosphorylated by AKT? and that CAR is able to modulate the AKT pathway?*. Data showed
that the treatment with IA led to an increased in the P-AKT/AKT ratio, that was consistent with
the increased level of P-FOXO1 (Figure 11A). The PI3K/AKT and FOXO1 pathways were
known to regulate cell proliferation, growth, and survival. Interestingly, the IA treatment led to
a lower number of cells in a CAR dependent manner (Figure 11B). No impact of IA was
observed on apoptosis (Figure 11C); whereas a lower on proliferation was observed (Figure

11D). Moreover, the present in vivo data suggested that IA could alter germ cell differentiation;
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interestingly CDH1 (Figure 10D), a FOXO1 target gene, is expressed in undifferentiated
spermatogonia, where it has been connected to germ cell differentiation.

Combined all these data suggested that FOXO1 might be phosphorylated by Akt, and
this phosphorylation might lead to the exclusion from the nucleus (that we must confirm), which
decreased the transcriptional activity of FOXO1. Consistently with the lower level of FOXO1,
it could be hypothesized that IA might lead to degradation of FOXO1, as recent findings
suggested a degradation of FOXO1 upon phosphorylation by Akt®® .

The CAR-FOXO1-ac-H4 alters spermiogenesis.

It had been demonstrated that FOXO1 initiates a cascade of events that influence later
steps of spermatogenesis®. Even if the mechanism had not been defined, it was suggested
that alteration of FOXO1 in spermatogonia leads to default during post-meiotic steps®. The
present data showed an alteration of the spermiogenesis process associated with a modulation
of the transition between round and elongated spermatid stages following IA exposure (Figure
4). This was reflected by modulation of the epigenetic mark ac-histone H4. We wondered
whether there could be a link between CAR inhibition, via IA exposure, modulation of FOXO1
and altered level of Histone H4 acetylation. It is even more interesting as the modulation of ac-
H4 plays critical roles in spermatogonia and spermatids homeostasis. The in vitro analyses
revealed that exposure to IA led to a reduced ratio of H4ac/H4 compared to vehicle treated
condition in WT cells (Figure 12A). The negative effect of the IA was not observed in Car-KO
cells (Figure 12A). The impact of IA exposure on the level of ac-H4 was observed at 3 hours
after treatment (Figure 12A), suggesting that it did not involve transcriptional CAR activity but
might relied on modulation of intra-cellular signaling pathways leading to the modulation of
histone acetylases or deacetylases. To define whether it involved FOXO1, experiments were
performed using FOXO1-AAA transfected cells. When cells were transfected with FOXO1-
AAA. The negative effect of the IA was not observed on ac-H4 levels (Figure 12B). Combined
all these data suggested that CAR inhibition altered ac-H4 levels through FOXO1, what was
consistent with altered ac-H4 levels and spermiogenesis defect (round/elongated spermatid

ratio) in vivo.

CAR inhibition could lead to long term alterations of germ cell through epigenetic
modulations.

In addition, next to ac-H4, during the screening of actors to understand how neonatal
exposure could led to impact in adults, we analyzed epigenetic modulators that were already
defined to be involved in the process of the developmental origin of health and diseases.
Among them, we identified that IA exposure led to altered mMRNA accumulation of Dnmt3a and

Dnmt1 (DNA methyltransferase 3A and 1) (Figure 12C). These data opened some
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perspectives to better decipher how the initial impact of IA-CAR signaling pathway was
memorized within testis leading to alteration of germ cell lineage and by the end to fertility

disorders.

Discussion.

Over the last decades, following its discovery, the nuclear receptor CAR has emerged
as a critical player in the liver physiology, where it controls metabolic physiological processes.
It has been associated with development of hepatic disorders such as non-alcoholic fatty liver
disease. In that line, the modulation of CAR transcriptional activity is associated with the
development of liver pathologies following acute or chronic exposure to environmental
molecules such as pesticides'. It is interesting to note that many natural or synthetic
environmental molecules have been described to modulate its activity. Indeed, CAR exhibit
the ability to bind multiple molecules and the ligand specificity is species dependent®. It
represents a wide variety of structurally diverse compounds that are housed in the CAR-ligand

binding pocket?®

. CAR plays a major role in the detoxification process of exo- and endo-genous
molecules.

Surprisingly, while xenobiotics are known to be associated with male fertility disorders,
the role of CAR as a xenobiotic receptor on testicular pathophysiology and thus on fertility has
never been fully studied before in the context of environmentally induced pathologies. This is
even more relevant as previous data have demonstrated that CAR signaling pathway is
effective within the adult mouse testis. In addition, we have previously shown that in adult mice,
CAR inverse agonist treatment was associated with deleterious effects on the testes in the
context of abnormal bile acid homeostasis'. Indeed, adult exposure to CAR-IA (androstanol)
was able to increase the rate of apoptotic germ cells'®.

The role of CAR in the response to xenobiotics and the presence of its pathway in the
testis pave the way that CAR could be involved in testicular pathologies in the context of the
developmental origin of health and diseases. It is important to decipher the mediators of the
deleterious impacts of xenobiotics on male reproductive functions as the incidence of various
male reproductive disorders such as cryptorchidism, testicular cancer, and low sperm count
has gradually increased in some parts of the world over the last decades??®. It has been
hypothesized that these abnormalities may be related, at least in part, to increasing exposure
to environmental pollutants. In that line, the use of experimental rodent models has
demonstrated that the fetal and neonatal periods are critical windows of sensitivity to toxic
substances. This is mainly related to the fact that these are critical developmental windows for
the testis and that alterations in testicular physiology during these periods could lead to fertility
disorders in adults.

The present data clearly demonstrate for the first time the impact of the modulation of
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CAR signaling pathway during neonatal period on testicular physiology, with immediate
impacts in early neonatal development and consequences in adulthood, at least on fertility. It
is well established that the relationship between CAR and xenobiotics is complex ; loss of CAR
function can increase or decrease the organism's sensitivity to a given xenobiotic®2®. It seems
that CAR activation using the TCPOBOP has no major impact on male fertility. Interestingly
the present data suggest that CAR deficiency have some effects on male fertility associated
with a smaller testis in these mice compared to WT males. In addition, the present data
demonstrate that CAR inhibition using exposure to an inverse agonist leads to male fertility
disorders. These data clearly show that inhibition of CAR activity, either by using the genetic
invalidation strategy (KO mice) or by a pharmacological approach have similar phenotypes but
with some differences at the molecular levels. This opens interesting perspectives that need
to be focused on at the molecular level to better understand the mechanisms of action of CAR
in the context of IA exposure. Indeed, if the mechanisms are well described for the direct or
indirect activation of CAR, few works have focused on the mechanisms related to its inhibition.
An inverse agonist is a drug that binds to the same receptor as an agonist but induces an
opposite response, it is thus expected that its effects must be different than what is observed
in the KO where the receptor is not present and thus cannot interact with either co-activators
or co-repressors. This is complicated to reconcile for CAR, as this nuclear receptor has
established a "reverse" paradigm of nuclear receptor action, where the receptor is active in the
absence of ligand and inactive when bound to inverse agonists.

However, it is interesting to note that CAR inhibition and deficiency affected in the same
way key factors that must be linked with the alteration of fertility ranging from altered neonatal
spermatogonia with the gonocytes-spermatogonia transition. This was associated, between
Car” and |A-treated WT mice, with similar alterations of germ cell localization and at the
molecular level with alteration of FOXO1 and ac-H4.

The initial impacts of CAR inhibition using the IA are associated with alterations of
spermatogonia. The present data show that the inhibition of the CAR signaling pathway using
IA leads to abnormal regulation of FOXO1 signaling pathway. These results are consistent
with reports showing that when CAR interacts with a ligand in the cytoplasm then translocate
to the nucleus; the activated CAR binds to FOXO1, thereby blocking its interaction with the
insulin-responsible sequence (IRS) in the gene promoters?'. Thus CAR acts as a co-repressor
of the transcription factor FOXO1, which positively regulates the expression of genes encoding
gluconeogenic enzymes such as PEPCK1 (Phosphoenolpyruvate Carboxykinase-1) and
G6Pase (Glucose-6-phosphatase)?’. These data illustrate the numerous physiological
functions regulated by the CAR; however, its mechanisms of action are not completely
elucidated. Moreover, a CAR-mediated decrease in miR-122 produces activation of the Akt
through initiation of the cMyc-FoxM1-Nedd4-1- PTEN pathway?® and subsequent Akt-Foxo1-
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mediated decrease of p21%. In that line, the present data demonstrate the interferences of
CAR signaling with the AKT and then the FOXO1 signaling pathway, which is known to control
spermatogonia renewal and survival?%%'32,

We need to better understand how exposure to CAR IA leads to modulation of FOXO1
cellular localization and thus alters its activity in spermatogonia. The effect of IA on FOXO1
seems to be very rapid at 3h suggesting that it might involve intracytoplasmic signaling rather
than transcriptomic effects. The present data show that following IA exposure, CAR pathway
leads to AKT-phosphorylation, then phosphorylation of FOXO1 and in turn it might lead to
exclusion from the nucleus (that must be defined using cellular fraction experiments) and to its
lower transcriptional activity. Interestingly, at the molecular level, both FOXO1 and CAR have
to be dephosphorylated to translocate to the nucleus. It must be noticed that for both this
process is mediated by the phosphatase PP2A. There is thus a need for additional studies to
clearly decipher CAR and FOXO1 interactions in the context of IA treatment.

Another important result of this work is the finding that of CAR inhibition decreases
male fertility, what appears to be related to an alteration in sperm quality rather than an impact
on germ cell production. CAR inhibition was also associated with regulation of epigenetic
processes through the modulation of the lysine acetylation of histone H4, which is known to be
critical in spermatogonia homeostasis® but also in spermatids®. This later being associated
with altered histone to protamine transition®®, which leads to the generation of abnormal sperm
cell and male fertility disorders >°.

This is consistent with the observation that IA exposure was associated with altered
spermiogenesis as revealed by the abnormal ratio between seminiferous tubules with round
and/or elongated spermatids. This suggests that there must be an abnormal histone to
protamine transition; what was previously demonstrated to be associated with fertility
disorders. As the acetylation of histone H4 has been demonstrated to be a key initiator of
spermiogenesis, we analyzed the impact of IA on this. Interestingly, IA exposure leads,
specifically in WT males, to a decrease of ac-H4 levels compared to vehicle treated males. No
effect of IA was observed in Car” males. Interestingly, data showed that this effect was
FOXO1-dependent as transfection with the constitutive nuclear form of FOXO1 counteracted
this effect of IA. This suggests that CAR impacts intra-cellular signaling pathways rather than
acting at the transcriptional level. This was sustained by the fact that the effect of IA on the
level of ac-H4 was rapid within 3 hours. This FOXO1-dependent alteration of ac-H4 could
therefore be the cause of impaired spermatogenesis. This could partly explain the impact of
FOXO1 on the late stages of spermatogenesis, which was previously observed without
identification of the molecular mechanisms?.

Even if the precise molecular interactions must be defined, these data highlight the

crosstalk between CAR-FOXO1 and the acetylation of H4, which might be at the origin of the
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altered spermiogenesis, leading to abnormal histone to protamine transition and in turn to male
infertility.

These data are relevant because it has been shown that exposure to xenobiotic had
an increased risk of persistent azoospermia. The present work helps to further understand
fertility disorders in the context of xenobiotic exposure and provides new perspectives to work
on as it demonstrates for the first time that the nuclear receptor CAR, a known receptor for
many environmental molecules, participates to testicular pathophysiology. This is of major
importance as the impact of pollutants is a public health issue due to the increasing number of
molecules, which could have a serious impact on human health.

In conclusion, all these data indicate that inhibition of the CAR signaling pathway could
pave the way for better understanding of the impacts of environmental molecules on male

reproduction and could open new perspectives for treatment solutions for fertility disorders.

Materials and Methods

Experimental procedures

Animals

C57BIl/6J mice were purchased from Charles River Laboratories (L'Arbresle, France) mice
were acclimated at least 2 weeks before experiments. The Car”™ mice used have been
previously described. The mice used in this study were maintained in a C57BL/6J
background.

Mice were housed in temperature-controlled rooms with 12 hours light/dark cycles. Mice had
ad libitum access to food and water. The refinement is based on the housing and monitoring
of the animals as well as the development of protocols that consider the animal welfare. This
has been achieved by enriching the cages (cardboard tunnel and mouse houses). The mice
were housed in social groups with cage sizes that complied with the legislation according to
the number of mice.

Mice were exposed from 1 to 10 days postnatal with DMSO or androstanol (IA) (25mg/kg)
subcutaneously (5uL). Organs were harvested at several time points after from 5dpn, 10dpn
or at adulthood (3 months and 8 months) after exposure. The number of animals per group
was defined on independent experiments to validate the reproducibility of results.

To minimize the confounders, several independent experiments were done, and groups of
animals were not sacrifice in the same order from one experiment to another. These protocols
have already been performed in adult mice where no suffering was reported in the time frame
of our experiment. However, we have performed daily monitoring of the animals in the first few
days following the injections. We have checked for signs of suffering activity disorders or
physiological changes such as altered feces, increased weight loss in response to bile acids.

The signs observed will be abnormal weight loss or activity disorders (hypoactivity), hunched
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back, sunken eyes. No case suffering signs were reported.

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 and by the
animal care committee (CE2EA Auvergne; APAFIS#16680-2020072216408245 v1).

4.2. Fertility Test
Each male was mated at night with a female C57BI6J (Charles River) for 10 days. Mating was
monitored daily for vaginal plugging to determine if mating had occurred. After 17 days, the

mating efficiency was inspected and the number of pups per litter was counted.

4.3. Histology
The testes were collected, fixed in 4% PFA and embedded in paraffin, and 5um-thick sections

were prepared and stained with H&E.

4.4. In vivo TUNEL Analysis.

TUNEL experiments were performed, as previously described on 5um of testis fixed in
paraformaldehyde 4%. The results are expressed as the relative number of TUNEL positive
cells per seminiferous tubules. Vehicle groups of each genotype have been arbitrarily set at
100.

4.5. Inmunohistochemistry

5um sections were mounted on positively charged glass slides (Superfrost plus),
deparaffinized, rehydrated, treated for 20 min at 93°-98°C in 0.01 M citric buffer-tween 0.1%
(pH 6), rinsed in osmosed water (2 x 5 min), and washed (2 x 5 min) in Phosphate-buffered
saline (PBS). Immunohistochemical studies were conducted according to the manufacturer's
recommendations. Slides were then counterstained with Hoechst medium (1 mg/mL) and then
mounted on PBS/glycerol (50/50). The antibodies used are reported in Table $1. Vehicle

groups of each genotypes have been arbitrarily set at 1.

4.6. Cell line approaches.

C18-4 cells (were obtained from Dr Froment, France) were used as previously
described®. Car knockout cells (Car”) were generated as following:

* Generation of Crispr/CAS9 Car deficient C18-4cells

For the generation of the Car knockout cells, using Crispr/CAS9 approach (see

Supplementary Fig.3). Guides were defined based on the mm9 version of the mouse genome
and using the website http://crispor.tefor.net/. The sequences used are for guide-1:
AGCCCTCACAAGTCAGGGCG and for guide-2: TAGTGTTAGCATAGCTGTCA. Then, the
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guides were introduced on PX458: pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) (Addgene Plasmid
#48138) and PX459: pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 (Addgene Plasmid #62988).
pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) was a gift from Feng Zhang (Addgene plasmid # 48139;
http:/n2t.net/addgene:48139 ; RRID:Addgene_48139)*. Guides were cloned on vectors at the

Bbsl restriction site.

C18-4 cells were plated on 6-well plates and transfected, using Jet PEI (Ozyme) with 1 ug of
guide 1 in PX458 (expressing pfg) and 2 pg of guide 2 in PX459. 24 hours after transfection,
using GFP expression, C18-4 cells were sorted by FACS (BD FACSMelody™ Cell Sorter from
BD Biosciences) and plated as individual cell in a 96-well plate in GC1spg conditioned medium
(DMEM and 1% SVF). The clones were then validated by sequencing and genotyping. Primer

sequences for PCR see Table S2.

For non-transfected C18-4 or Car-KO cells, cells were plated in 6 well plates. 24 hours after
plating, cells were treated for with vehicle (DMSO, 1/1,000), IA 10°uM. Then, cells were
harvested at different time points later, and messenger RNA (mRNA) or protein extractions
were performed.

* Transient Transfection.

# For over-expression. C18-4 cells were transfected with Jet-PEI RNA

(Ozyme, Saint Quentin Yvelines, France) in six-well plates (50,000 cells per well). The
plasmids vector of FOXO1-AAA (Addgene #9023) or empty vector were transfected at
200 ng per well.

* BrdU incorporation. To define proliferation rate, cells were treated with IA or DMSO

for 24hours. Cells were then incubated with BrdU (10uM) for the one last hour. Then cells were
washed with PBS1X and then fixed with methanol. The detection of BrdU was performed using
primary antibody anti-Bromodeoxyuridine (11170376001, Merck) revealed with specific
Alexa488-coupled secondary antibody.

* TUNEL. For TUNEL experiments, cells were fixed with PFA 4% on 6 well plates and
then the experiments were performed as described above in the immunohistochemistry

section. The revelation of the staining was visualized by immunofluorescence.

4.7. Real-time RT-PCR

RNA from C18-4 cells samples was isolated using RNAzol. cDNA was synthesized from total
RNA with the MMLV and random hexamer primers (Promega, Charbonniéres-les-Bains,
France). The real-time PCR measurement of individual cDNA was performed using SYBR
green dye (Master mix Plus for SYBR Assay, Takara Bio) to measure duplex DNA formation

with the Eppendorf-Realplex system. For each experiment, standard curves were generated
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with pools of cDNA from cells with different genotypes and/or treatments. The results were

analyzed using the AAct method. Primers sequences are reported in Table S3.

4.8. Western Blotting
Cells or testis proteins were extracted from tissues using RIPA lysis buffer completed with
protease inhibitors (Roche Diagnostics, Meylan, France). Antibodies were suspended in Tris-
buffered saline, 0.1% Tween, and 5% BSA. The list of Abs used is given in the Supporting
Information (Table S4).

4.10. Magnetic Cell sorting.
Testis cell suspensions from adult WT or Car” males were used for spermatogonia using

selection for CD90 using antibodies conjugated to MACS microbeads (CD90; Miltenyi Biotec).

4.11. Statistical Analyses

4.11.1. Pre-processing of data. For some in vivo experiment raw number of positive
cells is given for each group in dedicated graphs and then to analyze the impact of
pharmacological molecules compared to vehicle groups; vehicle groups of each genotype
have been arbitrarily set at 100.

4.11.2. Data presentation. All numerical data are represented as mean + SEM.
Significant difference was set at P < 0.05.

4.11.4. Statistical methods. Error bars represent SEM. Differences between groups
were determined by ANOVA or two-way ANOVA. Multiple comparisons were made with by
Dunnett or Holm-Sidak’s test respectively for ANOVA1 and ANOVA2. Spearman correlation
test was used for analysis.

4.11.5. Statistical analyses were done using Sigmastat software.
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Figure-1. Car is expressed in mouse testis.
(A) Representative image of RT-PCR analysis of the expression of Car mRNA in adult liver, adult testis and 10-day-old
testis.
(B) Car mRNA accumulations normalized to B-actin in CD90+ cells isolated from 6 to 7 days or adult of males. n=5. The
CD90- unsorted cell group was arbitrary set at 100.
(C) Car mRNA accumulations normalized to B-actin in tubular and interstitial cells isolated from adult mouse testis. The
tubular cells were arbitrary set at 100.
(D) Car mRNA accumulations normalized to B-actin in CD90+ cells isolated from adult days of males. n=5. The CD90-
unsorted cell group was arbitrary set at 100.
(E) Representative micrographs of immuno-staining in mouse neonatal and adult testis for CAR (red) and PLZF (green), or
G9A (green) or SOX9 (green). The white arrowheads indicate co-stained cells. The dotted lines delineate the seminiferous tubules.
(F) Table of quantification cycles for Car mRNA detection in C18-4, GC1spg and MLTC1 cell lines.

In panels, n=5 to 20. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis: ***, p<0.001.
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Figure-2. Inhibition of CAR using inverse agonist leads to male infertility.
(A) Percentage of efficient vaginal plugs and percentage of fertile WT or Car'/' males at 8-month-old of age.
(B) Number of sperm count in the epididymis head of WT or Car'/' males at 8-month-old of age.

(C) Testicular weights of WT or Car

" males at 8-month-old.

In all panels, n=8 to 20. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis: *, p<0.05.

23



Monrose et al. Neonatal CAR inhibition alters male fertility

Figure-3
A
Efficient Vaginal plug Fertility
150 120
I
100 | —= -
£ . a0 .
10| = o A s
5 5 60
2 2
5 50 540
A [
20
0 0
OWTveh BWTAI OWTveh BWTAI
B Car-/- veh ®Car-/- Al OCar-/- veh HCar-/- Al
(B) (©)
Pups per litter Spermatozoa
10 120
- *
=3 T 5 100 T -
E 80
=
5 S 60
g 2
S B 40
£ ks
2 T 20
Z, ~
OWTveh BWTAI 0
OWTveh BWTAI

O Car-/- veh | Car-/- Al
@Car-/-veh @Car-/- Al

Alive pups per litter

HH
*

Number
o w
HH

OWTveh EBWTAI
O Car-/- veh B Car-/- Al

Dead pups per litter
2
0,08
15
1 T
5 T L
20,5 I
=
5
Z 0
OWTveh BWTAI
o Car-/- veh m Car-/- Al

Figure-3. Inhibition of CAR using inverse agonist leads to male infertility.

(A) Percentage of efficient vaginal plugs and percentage of fertile WT or Car'/' males at 8-month-old of age after neonatal
exposure to IA or vehicle.

(B) Number of fecundations, as well as the number of alive and dead pups per litter obtained from fertile WT or Car'/' males at
8-month-old of age after neonatal exposure to IA or vehicle.

(C) Number of sperm count in the epididymis head of WT or Car'/' males at 8-month-old of age after neonatal exposure to 1A
or vehicle.
In all panels, n=8 to 20. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis: *, p<0.05; **, p<0.01.
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Figure-4. Inhibition of CAR using inverse agonist alters adult testicular histology.

(A) Representative micrographs of hematoxylin/eosin-stained testes of WT or Car'/ " males 8 months after neonatal
exposure to IA or vehicle.

(B) (Left) Representative micrograph of testis stained for SOX9. (Right) Quantification of the number of SOX9 positive
seminiferous tubules in testis of WT males 8 months after neonatal exposure to IA or vehicle.

(C) (Left) Representative micrograph of testis stained for PLZF. (Right) Quantification of the number of PLZF positive
seminiferous tubules in testis of WT males 8 months after neonatal exposure to IA or vehicle.

(D) (Left) Representative micrograph of testis stained for SYCP3. (Right) Quantification of the number of SYCP3 positive
seminiferous tubules in testis of WT males 8 months after neonatal exposure to IA or vehicle.

(E) (Left) Representative micrograph of testis stained for acetylated histone H4 (ac-H4). (Right) Quantification of the number

of ac-H4 positive seminiferous tubules in testis of WT or Car'/' males 8 months after neonatal exposure to IA or vehicle.

(F) Quantification of the number of seminiferous tubules with either round or elongated spermatids in testis of WT or Car'/'

males 8 months after neonatal exposure to IA or vehicle (upper graph and WT and Car'/' Min normal condition (bottom panel) as

determined using ac-H4 staining. Arrows indicate seminiferous tubules with round spermatids; arrow heads indicate seminiferous
tubules with elongated spermatids.
(G) (Upper panel) Representative western blots of H3, and (Bottom panel) quantification of H3 versus total proteins in sperm

cells of WT or Car'/' males 8 months after neonatal exposure to IA or vehicle. Vehicle groups of each genotype were arbitrarily
set at 100.

In all panels, n=8 to 20. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis: *, p<0.05; vs respective vehicle group for
each genotype. #, p<0.05; vs respective vehicle group for each genotype.
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Figure-5 Inhibition of CAR using inverse agonist alters neonatal testicular histology at 5 days.
(A) (Left) Representative micrograph of testis stained for ID4. (Right) Quantification of the number of ID4 positive
seminiferous tubules in testis of vehicle or |A treated WT or Car'/' males at 5 day-postnatal.

(B) (Left) Representative micrograph of testis stained for PLZF. (Right) Quantification of the number of PLZF positive
seminiferous tubules in testis of vehicle or IA treated WT males at 5 day-postnatal.

(C) (Left) Representative micrograph of testis stained for SOX9. (Right) Quantification of the number of SOX9 positive
seminiferous tubules in testis of vehicle or |A treated WT or Car'/' males at 5 day-postnatal.

(D) (Left) Representative micrographs of vehicle or IA treated WT or Car'/' testis stained for ID4 and showing ectopic cells.

(Right) Quantification of the number of ID4 ectopic positive cells per seminiferous tubule in testis of vehicle or IA treated WT or
Car’” males at 5 day-postnatal.
In all panels, n=8 to 20. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis: ***, p<0.001; vs respective vehicle group

for each genotype. ## p<0.001; vs respective vehicle group for each genotype.
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Figure-6
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Figure-6 Inhibition of CAR using inverse agonist alters neonatal testicular histology at 10 days.

(A) (Left) Representative micrographs of vehicle or IA treated WT or Car'/' testis stained for ID4. (Right) Quantification of
the number of ID4 positive seminiferous tubules in testis of vehicle or IA treated WT or Car'/' males at 10 day-postnatal.

(B) (Left) Representative micrograph of testis stained for PLZF. (Right) Quantification of the number of PLZF positive
seminiferous tubules in testis of vehicle or |A treated WT males at 10 day-postnatal.

(C) (Left) Representative micrograph of vehicle testis stained for G9A. (Right) Quantification of the number of G9A positive
seminiferous tubules in testis of vehicle or |A treated WT or Car'/' males at 10 day-postnatal.

(D) (Left) Representative micrograph of testis stained for TUNEL. (Right) Quantification of the relative number of TUNEL
positive cells for 100 seminiferous tubules of WT or Car'/' males treated with the vehicle or IA treatment at 10 day-postnatal.

(E) (Left) Representative micrographs of vehicle or IA treated WT or Car'/' testis stained for PLZF and showing ectopic
cells. (Right) Quantification of the number of PLZF ectopic positive cells per seminiferous tubule in testis of vehicle or IA treated

WT or Car”” males at 10 day-postnatal.

In all panels, n=8 to 20. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis: ***, p<0.001 vs respective vehicle group
for each genotype. #, p<0.01 vs respective vehicle group for each genotype.
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Figure-7
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Figure-7 Inhibition of CAR using inverse agonist alters neonatal testicular FOXO1.
(A) (Left) Representative micrograph of testis stained for FOXO1. (Right) Quantification of the number of FOXO1 positive
cells per seminiferous tubule in testis of vehicle or IA treated WT or Car'/' males at 5 day-postnatal.

(B) (Left) Representative micrograph of vehicle or IA treated WT or Car'/' testis stained for FOXO1 and showing ectopic
cells. (Right) Quantification of the number of FOXO1 ectopic positive cells per seminiferous tubule in testis of vehicle or |A treated

WT or Car”” males at 5 day-postnatal.

C) (Left) Representative micrographs of vehicle or IA treated WT or Car'/' testis stained for FOXO1 and showing ectopic
cells. (Right) Quantification of the number of FOXO1 ectopic positive cells per seminiferous tubule in testis of vehicle or IA treated
WT or Car”” males at 10 day-postnatal.

(D) (Left) Representative micrographs of testis stained for FOXO1. (Right) Quantification of the number of FOXO1 positive
cells per seminiferous tubule in testis of vehicle or IA treated WT or Car'/' males at 10 day-postnatal.

(E) (Bottom panel) Representative micrographs of vehicle or IA treated WT or Car'/' testis stained for FOXO1 showing its
nuclear localization. (Upper panel) Quantification of the nuclear ratio of FOXO1 in ectopic spermatogonia of vehicle or IA treated

WT or Car”” males at 10 day-postnatal.
-/

(F) (Bottom panel) Representative micrographs of vehicle or IA treated WT or Car” " testis stained for FOXO1 showing its
cytoplasmic localization. (Upper panel) Quantification of the cytoplasmic ratio of FOXO1 in ectopic spermatogonia of vehicle or IA

treated WT or Car”” males at 10 day-postnatal.

In all panels, n=6 to 15. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis: *, p<0.05; **, p<0.01, ***, p<0.001 vs
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respective vehicle group for each genotype. #, p<0.01, ## p<0.001 vs respective vehicle group for each genotype.
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FOXOL1 positive cells / tubule

OWTveh BWTAI
OcCar-/- veh @Car-/- Al

120 i 120
Q * O

8100 : ©100 #i
£ 50 £ s0

< 60 = 60

[ Lo

= 40 240

=20 =T

(5} O

=4 0

OWT B Car-/-

B)
Ectopic FOXOL1 positive cells with nuclear staining
150
5100 L5t i
e =}
£ e
=1 =1
a =]
(5] H
2 2
= g
o) S
~ =4
! 0
OWTveh BWTAI : OWT BECar-/-

@cCar-/- veh B Car-/- Al

Ectopic FOXOL positive cells with cytoplasmic staining

150
#it
5 ;
<100 P 200
g )
=] =}
= : g
o H
> H
£ r
& &S
3 [5)
i
OWTveh BWTAI OWT dCar-/-

@Car-/- veh @ Car-/- Al

Figure-8 Inhibition of CAR using inverse agonist alters adult testicular FOXO1.

(A) (Left) Representative micrograph of adult testis stained for FOXO1. (Right) Quantification of the number of
FOXO1ectopic positive seminiferous tubules in testis of WT or Car'/' males 8 months after treatment.

(B) (Left) Representative micrographs of adult testis stained for FOXO1 showing its nuclear and/or cytoplasmic localization.

(Right) Quantification of the cytoplasmic/nuclear ratio of FOXO1 in spermatogonia of WT or Car'/' males 8 months after treatment.
In all panels, n=8 to 20. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis: *, p<0.05 vs respective vehicle group for
each genotype. # p<0.01 vs respective vehicle group for each genotype.
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Figure-9
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Figure-9 Inhibition of CAR using inverse agonist alters the homeostasis of spermatogonia.

CD90, Gfra1, Pizf, Id4, Foxo1, Cdh1 mRNA accumulations normalized to 3-actin in CD90+ isolated spermatogonia 10 days after
the treatment with vehicle or IA. Vehicle groups of each genotype were arbitrarily set at 100.

In all panels, n=6. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis: *, p<0.05.
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Figure-10 Inhibition of CAR using inverse agonist alters the homeostasis of spermatogonia in C18-4cell
line.

(A) Id4 mRNA accumulation normalized to B-actin in WT or Car’- C18-4cell line 3 or 6 hours after the treatment
with vehicle or IA. Vehicle groups of each genotype were arbitrarily set at 100.

(B) Cdh1, Gata2, and Tex19.1 mRNA accumulations normalized to B-actin WT or Car’- C18-4cell line 6 or 24
hours after the treatment with vehicle or IA. Vehicle groups of each genotype were arbitrarily set at 100.

(C) Foxo1 mRNA accumulation normalized to B-actin and FOXO1 protein accumulation normalized to a-
Tubuline (a-TUB) in WT or Car’” C18-4cell line 3h after the treatment with vehicle or IA. Vehicle groups of each
genotype were arbitrarily set at 100.

(D) CDH?1 protein accumulations normalized to a-Tubuline (a-TUB) in WT or Car”-C18-4cell line 24 hours after
the treatment with vehicle or IA. Vehicle groups of each genotype were arbitrarily set at 100.

(E) Phospho-FOX0O1 and FOXO1 protein accumulations normalized to a-Tubuline (a-TUB) in WT or Car”
C18-4cell line 3 hours after the treatment. Vehicle groups of each genotype were arbitrarily set at 100.

(F) Gadd45 mRNA accumulations normalized to B-actin on cells transfected with empty vector or FOXO1-
AAA and treated 24 hours with vehicle or with IA. Vehicle groups of each genotype were arbitrarily set at 100.

(G) CDH'1 protein accumulations normalized to a-Tubuline (a-TUB) on C18-4WT cells transfected with empty
vector or FOXO1-AAA and treated 24 hours with vehicle or with IA. Vehicle groups of each genotype were arbitrarily
set at 100.

In all panels, n=6 to 12. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis: *, p<0.05; **, p<0.01, ***
p<0.001 vs respective vehicle group for each genotype. #, p<0.05 vs respective vehicle group for each genotype.
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Figure-11
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Figure-11 Inhibition of CAR using inverse agonist alters P-AKT-FOXO1 pathway in C18-4 cell line.

(A) P-AKT and AKT protein accumulations normalized to GAPDH in WT or Car’ C18-4 cell line 3 hours after
the treatment with vehicle or IA. Vehicle groups of each genotype were arbitrarily set at 100.

(B) Relative number of adherent cells after 24 h of treatment with vehicle or IA in WT and Car-/- cells.

©) (Left) Representative micrograph of WT or Car-/- cells treated with vehicle or IA for 24 h and stained for
TUNEL. (Right) Quantification of the relative number of TUNEL positive WT and Car-/- cells treated with vehicle or
IA for 24 h. Vehicle groups of each genotype were arbitrarily set at 100.

(D) (Left) Representative micrograph of WT cells treated with vehicle or IA for 24 h and stained for BrdU.
(Right) Quantification of the relative number of BrdU positive WT cells treated with vehicle or IA for 24 h. Vehicle

groups of each genotype were arbitrarily set at 100
In all panels, n=6 to 12. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis: *, p<0.05; **, p<0.01.
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Figure-12
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Figure-12. Inhibition of CAR using inverse agonist alters acetylation of H4 in C18-4 cell line.

(A) Ac-H4 and H4 protein accumulations normalized to a-Tubuline (a-TUB) in WT or Car” C18-4 cell line 3
hours after the treatment with vehicle or IA. Vehicle groups of each genotype were arbitrarily set at 100.

(B) Ac-H4 and H4 protein accumulations normalized to a-Tubuline (a-TUB) on cells transfected with empty
vector or FOXO1-AAA and treated 3 hours with vehicle or with IA. Vehicle groups of each genotype were arbitrarily
set at 100.

(C) Dnmt1 and Dnmt3a mRNA accumulations normalized to B-actin of WT or Car’- C18-4cell line 3 or 24 hours
after the treatment with vehicle or IA. Vehicle groups of each genotype were arbitrarily set at 100.

In all panels, n=6 to 12. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis: *, p<0.05; **, p<0.01, ***,
p<0.001 vs respective vehicle group for each genotype.
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Supplemental Figure 1
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Supplemental Figure S$1
(A) Relative levels of intra-testicular testosterone in WT or Car-/- males at 8 months of age months after
treatment with vehicle or IA.
(B) Relative levels of intra-testicular testosterone in WT or Car-/- males at P10 after treatment with vehicle or
1A

(C) (Left) Representative micrographs of testis stained for TUNEL; (Right) Quantification of the relative number

of TUNEL positive cells for 100 seminiferous tubules of WT or Car'/ " males treated with the vehicle or IA treatment

at adulthood.
In all panels, n=6. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis: *, p<0.05 vs respective vehicle

group for each genotype.
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Supplemental Figure 2
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Supplemental Figure S2
Cyp11iat, Fshr, Oct3/4 and Plzf mMRNA accumulations normalized to B-actin in CD90+ isolated spermatogonia 10
days after the treatment with vehicle or IA. Vehicle groups of each genotype were arbitrarily set at 100.
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Supplemental Figure 3
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Supplemental Figure S3

(A)
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(D)
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Schematic representation of the experimental design (primers) of Crispr/CAS9 experiment for the deletion
of Car.

Alignment of DNA sequences from WT and Car-KO C18-4 cells.

Car mRNA accumulation observed in WT and Crispr/Cas9 Car knockout C18-4
cells as observed by RT-gPCR. Vehicle treated GC1spg «cells were arbitrarily
set at 100.

Sequences of CAR and of the expected protein following Crispr/CAS9.

Alignment between wild type CAR protein and the truncated protein obtained following Crispr/CAS9
protocol.
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Table S1 Antibodies used in immuno-histochemistry experiments.

PLZF, G9A, SOX9, were previously used®
CAR (Perseus), FOXO1 (Cell Signaling, 2880S) and ID4 (Santa Cruz, Sc-491)

Table S2 Primers used for the generation and genotyping of CRISPR/Cas9 Car-KO cells.

séquence guide 1 exon 2 mCAR_guidel AGCCCTCACAAGTCAGGGCG
séquence guide 2 exon 2 sur l'initiation du transcrit mCAR_guide2 TAGTGTTAGCATAGCTGTCA
primers contrdle genotypage dans intron 1 BA_ccmCARctrl_fwd gggcagtcttgggaagagat
primers contréle genotypage dans intron 2 BA_ccmCARctrl_rev gctgcaagaggattataacttgg
primers contrdle interne autour délétion exon 2 BA_ccmCARctrl_int_fwd TGAGGACCGCAGTCCCTAAT
primers contrble interne dans délétion exon 2 BA_ccmCARctrl_int_rev ACACAGTTCCTCGGCCCATA
primers contrble interne sur deletion du guide 2 BA_ccmCAR_C18_fwd TGACAGCTATGCTAACACTAG
primers contrdle interne sur deletion du guide 1 BA_ccmCAR_C18_rev TCAGGGCGTGGAAATGATAG
primers au dela de la délétion exon 6 BA_mCAR_151_ fwd GGAGGACCAGATCTCCCTTC
primers au dela de la délétion exon 7 BA_mCAR_151_rev CTGGAGATGCAGTCCTTTCAG

Table S3 Sequences of primers used in this study.

Id4, b-actin, Gfra1, Lhcgr were used previously®.

Gene name Forward Reverse

Tex19.1 CCTCCCTGGTGTTCAGTGCTT ACTTGCTCGATGGACTGAGG

Gata2 CGATACCCACCTATCCCTCCT GTGGCACCACAGTTGACACA
Gadd45b AACGCGGTTCAGAAGATGCAG TTCATCAGTTTGGCCGCCTC

FOX01 CAGCAAATCAAGTTATGGAGGA TATCATTGTGGGGAGGAGAGTC

Table S4. Antibodies used in western blot experiments
Ac-H4, PLZF, SOX9, ACTIN and G9A were previously described®.

FOXO1 (Cell Signaling, 2880S); CDH1 (BD transduction lab, 610182) and Phospho-FOXO
Ser 256 (cell Signaling 9461S).
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B. Discussion

L’objectif de ce travail était d’identifier les roles de CAR dans la physiologie et les
physiopathologies testiculaires notamment dans un contexte d’expositions environnementales

aux xénobiotiques.

L’ensemble des données présentées dans cette étude démontre que le récepteur CAR,
exprimé notamment au sein de la lignée germinale de la naissance a 1’age adulte, joue un role
dans la régulation de la physiologie testiculaire, puisque I’inhibition néonatale de sa
signalisation impacte la fertilité¢ des animaux a I’age adulte. En effet, le traitement postnatal de
P1 a P10 a P’androstanol (Al), un agoniste inverse spécifique de la forme murine de CAR
(mCAR), entraine une augmentation de I’incidence de la stérilité chez les méles agés de 8 mois,
comparé aux animaux du groupe contrdle. Les males exposés a I’Al de CAR qui restent fertiles
présentent néanmoins une diminution du nombre de petits par porté, associée a une
augmentation de la mortalité in utero. Le nombre de spermatozoides n’étant pas impacté par
I’inhibition de la signalisation CAR, ces résultats suggerent que les troubles de la fertilité
observés résulteraient d’une altération de la qualité spermatique provoquée par 1’exposition
néonatale a I’Al En effet, nos données confirment notamment a 1’age adulte une augmentation
de la rétention de I’histone H3 dans les spermatozoides des individus traités avec 1’Al,
suggeérant des défauts de spermiogenése ; comme le révele également la modification des ratios
H4ac/H4 associée a une modulation des pourcentages respectifs des tubes séminiféres
présentant des spermatides rondes et des spermatides allongées. Pour mieux comprendre
I’origine des altérations observées, nous avons étudié a P5 et a P10 les impacts précoces du
traitement a 1’Al sur la physiologie testiculaire. Nos résultats suggérent que ’inhibition de la
signalisation CAR altere I’homéostasie des cellules germinales indifférenciées en affectant leur
différenciation, lors de la transition gonocytes-spermatogonies, notamment via le déréglement
de la signalisation AKT-FOXOI1. L’altération de cette signalisation semble corrélée a de
nombreux défauts testiculaires, notamment des modifications épigénétiques au sein des
spermatogonies, ce qui pourrait permettre d’expliquer en partie I’impact a long terme du
traitement néonatal. Cependant des questions subsistent pour mieux comprendre les roles de

CAR dans la physiologie et les physiopathologies testiculaires.
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1. Les effets délétéres de I’inhibition de la signalisation CAR observés sur la
fonction de reproduction ont-ils une origine testiculaire et spécifique a la lignée

germinale ?

L’inhibition de la signalisation CAR par le traitement Al a été réalisée pendant les 10
premiers jours de la vie des souris méles ; ainsi 1’altération des capacités de reproduction
observée a I’age adulte se met nécessairement en place pendant cette fenétre de développement
néonatale, en accord avec le concept d’hypersensibilité¢ de ce stade développemental. D’apres
les résultats obtenus in vivo, en période néonatale le récepteur CAR est majoritairement exprimé
dans le compartiment tubulaire du testicule, au sein de la lignée germinale indifférenciée. De
plus, nous avons démontré I’expression du geéne Car in vitro dans la lignée cellulaire
immortalisée de spermatogonies de souris (C18.4). Les études réalisees au sein de la lignée
cellulaire C18.4 (cf. 2.), nous ont également permis d’identifier une signalisation CAR active
au sein de ce type cellulaire, méme si celle-ci est complexe et inattendue comme le refléte
I’analyse des niveaux d’expression d’un de ses geénes cibles (Cyp2b10) (cf. 2.). Ces données
soutiennent 1’hypothése d’un impact direct du traitement Al sur les spermatogonies
indifférenci¢es, médi¢ spécifiquement par CAR comme démontré par 1’utilisation de souris
invalidées pour le géne Car (Car -/-), et par I'utilisation de cellules rendues déficientes pour le

géne Car grace a I’approche CRISPR/Cas?.

Cependant, la possibilité que les altérations testiculaires observées résultent d’effets
systémiques provoqueés par 1’inhibition de la signalisation CAR ne peut pas étre exclue dans
I’état d’avancement actuel de notre projet. En effet, d’apres la littérature, le récepteur CAR est
fortement exprimé dans le foie, ou il régule notamment la détoxication des xénobiotiques ainsi
que les métabolismes glucidique et lipidique, comme présenté dans I’introduction. Les roles de
CAR sont multiples et des études ont démontré qu’il intervient également dans le métabolisme
de molécules endobiotiques tels que les acides biliaires, via la régulation de 1’expression de
genes codant des enzymes de détoxication et de transporteurs d’efflux (Saini et al. 2004), (Jun
Zhang et al. 2004), (Lickteig et al. 2019). Or, notre équipe a demontré en 2014 des liens entre
pathologies hepatiques (cholestases) et atteintes testiculaires (Baptissart et al. 2014). En effet,
les souris males nourries avec un régime riche en acide cholique présentent une augmentation
plasmatique des niveaux d’acides biliaires, corrélée a des atteintes testiculaires conduisant a
une baisse de la fertilité. En passant par la circulation sanguine, les acides biliaires peuvent
atteindre le testicule et altérer la spermatogenése. Ces effets sont médiés par le récepteur

membranaire des acides biliaires TGR5/GPBAR1 (G protein-coupled bile acid receptor 1),
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exprimé au sein de la lignée germinale. L’activation de la signalisation TGRS module
I’expression de protéines responsables d’interaction cellules-cellules, entrainant ainsi, une
rupture de la barriere hémato-testiculaire, une apoptose des cellules germinales post-
méiotiques, une diminution du nombre de spermatozoides produits et in fine une baisse de la
fertilité¢ masculine. En 2017, nous avons également démontré que 1’invalidation du géne codant
le récepteur nucléaire des acides biliaires FXR/ NR1H4 (Nuclear receptor subfamily 1 group
H member 4), chez les souris nourries avec un régime riche en acide cholique, conduit a des
altérations de la physiologie testiculaire et a une baisse de la fertilité. Ces données ont été
corrélées a des modifications de la composition du pool d’acides biliaires hépatiques et
testiculaires (Martinot et al. 2017). Cette étude suggére également que le testicule est capable
de synthétiser des acides biliaires, puisque les enzymes nécessaires a leur synthese y sont
exprimées. L’invalidation du géne FXr altére I’expression de génes codant ces enzymes, ce qui
conduit a I’accumulation testiculaire de métabolites intermédiaires de la synthése d’acides
biliaires, notamment inhibiteurs de la signalisation CAR. Le traitement de souris sauvages
adultes avec 1’agoniste inverse de CAR androstanol a permis de reproduire le phénotype
d’hypofertilité observé dans cette étude, suggérant des roles de CAR dans la physiopathologie
testiculaire a 1’age adulte. Il est intéressant de noter que ce phénotype est indépendant d’une
altération de la synthese de testostérone. Cela est en accord avec les résultats de notre étude qui
montre que les impacts de I’inhibition néonatale de la signalisation Car sur la fertilité sont

également indépendant des modulations des taux de stéroides sexuels.

Ce lien entre la signalisation CAR et I’homéostasie des acides biliaires est bien établi
au niveau hépatique. En effet, une étude a démontré que 1’invalidation du geéne Car chez la
souris sensibilise les animaux aux dommages hépatiques causés par les acides biliaires
(Stedman et al. 2005). De plus, si les souris invalidées pour le gene Car présentent une
diminution globale de la concentration plasmatique d’acides biliaires, 1’augmentation
spécifique de la concentration plasmatique de certains acides biliaires tels que les acides
désoxycholique et muricholique a été identifiee (Lickteig et al. 2019). Cependant, I’impact de
I’inhibition de la signalisation CAR sur la physiologie hépatique n’a pas clairement été identifié
dans la littérature. Une étude a cependant démontré que ’utilisation de I’androstanol permet de
protéger de I’hépatotoxicité induite par le paracétamol via la diminution des niveaux d’enzymes
permettant de métaboliser la molécule (Jun Zhang et al. 2002). Ainsi, il ne peut pas étre exclu
que I’inhibition de la signalisation CAR pourrait impacter la production, notamment hépatique,

d’enzymes de détoxication des acides biliaires, entrainant par exemple 1’accumulation de ces
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Figure 26 : Analyse de la physiologie hépatique a 1'dge adulte

(A) Masse relative hépatique a 3 mois. Le traitement avec 1’Al entraine une
augmentation de la masse relative du foie a 3 mois, suggérant une altération
de la physiologie hépatique.

(B) Dosage hépatique des acides biliaires.

(C) Dosage testiculaire des acides biliaires.

(D) Masse relative hépatique a 6 mois.

Les données du groupe controle (veh) ont été fixées arbitrairement a 100.



derniers ou bien la modification de la composition de leur pool au niveau testiculaire. Ces

modifications de la physiologie hépatique pourraient ainsi induire des atteintes testiculaires.

Nous avons abordé une partie de ce lien potentiel entre une altération hépatique et les
atteintes testiculaires. Ainsi, dans mon projet de thése, les données obtenues chez les souris
traitées de maniére néonatale avec 1’ Al révélent a 3 mois une augmentation de la masse relative
du foie, suggérant une altération de la physiologie hépatique (Figure 26 A). Cependant, le
dosage des niveaux d’acides biliaires hépatiques et testiculaires sur une cohorte d’animaux agés
de 3 mois n’a pas révélé de différence significative entre les groupes contrdle et traité avec 1’ Al
(Figure 26 B et C). De plus, la fertilité des animaux n’est pas altérée a ce stade. Par ailleurs,
I’augmentation de la masse hépatique semble réversible puisqu’elle n’est pas retrouvée a 8
mois, au moment ou les animaux sauvages traités avec I’Al de CAR présentent une baisse de
fertilité (Figure 26 D). De plus, comme rapporté précédemment, I’invalidation totale du géne
Car chez la souris entraine une altération de la physiologie hépatique (Lukowicz et al. 2019).
De maniére cohérente avec ’altération de la fertilité et des atteintes testiculaires, cette atteinte
hépatique chez les animaux Car-/-, pourrait étre présente comme le refléte la diminution du

poids du testicule dans notre étude.

Ainsi, I’analyse de I’homéostasie des acides biliaires au niveau hépatique, plasmatique
et testiculaire chez les souris de 10 jours et de 8 mois permettrait de définir leur potentielle
implication dans les atteintes testiculaires observées en réponse au traitement Al. Les
dérégulations du métabolisme des acides biliaires pourraient étre identifiées par des méthodes
de dosage d'immuno-absorption enzymatique (ELISA), par spectrométrie de masse et par
I’analyse en qPCR des niveaux de transcrits de génes codant les enzymes clés de leur
biosynthese. En effet, outre la quantité d’acides biliaires, il serait fondamental d’analyser les
altérations qualitatives du pool d’acides biliaires, puisque les différents acides biliaires n’ont
pas les mémes propriétés physico-chimiques ni de signalisations, et que tous ne sont pas
forcément associés a I’apparition de défauts testiculaires (Baptissart et al. 2014). En paralléle,
I’utilisation d’animaux invalidés spécifiquement pour le geéne Car dans certains types
cellulaires en utilisant le systéme de recombinaison Cre-Lox, afin d’exprimer la recombinase
CRE sous le contréle d’un promoteur spécifique, notamment dans la lignée germinale (Vasa-
Cre, (Gallardo et al. 2007)) ou dans les hépatocytes (albumine-CRE, (Weisend et al. 2009)), est

fondamentale pour répondre a cette question.
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Il est connu dans la littérature que les souris invalidées pour le gene Car présentent une
augmentation des taux de testostérone plasmatique (Lukowicz et al. 2019). De plus nous avons
identifi¢ I’expression de Car dans 1’espace interstitiel et dans la lignée de cellules Leydig
MLTC1, ce qui suggére que les modulations de la signalisation CAR pourraient impacter la
stéroidogenese dans les cellules de Leydig. Nous avons donc analysé I’impact de ’utilisation
néonatale de I’Al sur la production de testostérone intra-testiculaire. De maniére surprenante,
nous avons observé une diminution de taux de testostérone intra-testiculaire en réponse a 1’ Al
chez les souris sauvages ainsi que chez les souris invalidées pour le gene Car. Cet impact sur
la stéroidogenése montre un effet non spécifique de I’Al, indépendant donc de la signalisation
CAR. Cependant, ces résultats apportent des informations intéressantes qui suggérent que la
diminution des niveaux de testostérone intra-testiculaire a la suite du traitement néonatal avec
I’Al ne contribue pas aux atteintes de la fertilité des animaux. En effet, la fertilité¢ des animaux
invalidés pour Car n’est pas plus altérée bien qu’ils présentent également une altération de la

stéroidogenése en réponse a I’Al.

2. L’inhibition de la signalisation CAR et I’invalidation du géne Car alterent la

physiologie testiculaire avec des intensités difféerentes.

Les résultats obtenus démontrent que I’inhibition néonatale de la signalisation CAR
entraine une hypofertilité a 8 mois chez la souris associée a des atteintes testiculaires.
L’invalidation génique de Car a des impacts similaires sur la physiologie testiculaire, avec des
intensités parfois différentes en fonction des parameétres étudiés, qui conduit in fine a une
altération de la fertilité plus modérée comparé aux animaux traités avec I’Al. Ces données
suggerent que 1’absence totale de la protéine CAR serait moins délétere au niveau testiculaire
que I’inhibition de son activité. Il est intéressant de noter que 1’invalidation génique du géne
Car au niveau hépatique semble au contraire plus délétere que I’inhibition de la signalisation
CAR (Lukowicz et al. 2019). Ces données soulignent les différences entre les impacts
moléculaires causés par 1’absence de la protéine CAR et entre les impacts moléculaires causés
par I’inhibition de la signalisation CAR. Ce constat nous interroge donc sur la mécanistique de
la protéine CAR dans les cellules germinales et plus précisément sur sa localisation
subcellulaire, ses interactions avec ses co-facteurs et sur les modulations transcriptomiques

associées, en condition basale et en réponse a I’ Al

Si la mécanistique de CAR en réponse aux agonistes est bien établie, cela n’est pas le

cas dans le contexte d’un traitement par un Al. Une étude a démontré que le traitement a I’ Al
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de cellules rénales in vitro n’a pas d’impact sur la liaison a I’ADN de I’hétérodimére mCAR-
RXR (Forman et al. 1998). Cependant, il faut noter que les lignées cellulaires immortalisées
présentent de maniere générale une fixation constitutive de la protéine CAR au niveau de la
chromatine (comme décrit dans 1’introduction page 45), expliquant pourquoi le traitement avec
un Al n’affecterait pas la fixation de la protéine CAR a I’ADN, ni sa localisation subcellulaire
in vitro. L’Al agirait en revanche dans ces lignées sur la régulation de I’expression des génes
cibles de CAR, notamment via le recrutement de corépresseurs. Toutefois, la localisation
subcellulaire de CAR en réponse a I’Al reste peu documentée. Une étude a démontré que la
protéine hCAR s’accumule dans le cytoplasme des hépatocytes murins apres transfection et que
le traitement avec un Al spécifique de hCAR entraine a la fois la translocation nucléaire de la
protéine ainsi que la réduction de 1’activité transcriptionnelle du récepteur via le recrutement
de corépresseurs (L. Li et al. 2008). Les résultats obtenus dans notre étude sur la lignée C18.4
exposée a I’ Al démontrent une signalisation CAR rapide, notamment avec une modification du
ratio H4ac/H4. Cela suggére qu’une partic des impacts médiés par I’Al impliquerait la
modulation de voies de signalisations intracellulaires cytoplasmiques. Cette hypothése est
appuyée par les résultats d’une étude qui montre que la protéine mCAR est capable de se lier
in vivo a la membrane plasmique cellulaire dans le foie, évoquant ainsi des modes d’actions
cytoplasmiques de CAR (Koike, Moore, et Negishi 2005). Cela nous améne en ce sens a
concevoir des expeériences, notamment pour identifier la localisation subcellulaire de la protéine
CAR de maniere basale dans la lignée C18.4 mais également en réponse a I’ Al par des méthodes

de fractionnements cellulaires.

De plus, nos données suggerent que 1’inhibition de CAR par I’Al dans la lignée de
spermatogonies indifférenciées C18.4 résulte en une signalisation complexe et inattendue. Dans
les cellules HePG?2 (lignée d’hépatocytes humains) ou méme dans les cellules GC1-spg (lignée
de spermatogonies différenciées murines) 1’Al entraine une diminution de I’accumulation des
transcrits du géne Cyp2b10, ayant donc I’effet attendu d’une molécule exercant une activité
d’agoniste inverse (P. Honkakoski et al. 1998), (Martinot et al. 2017). De maniére surprenante,
nous avons observé une 1égere augmentation de 1’accumulation des transcrits du géne Cyp2b10
dans les C18.4 en réponse a I’ Al De plus, il est intéressant de noter que les analyses en gPCR
réalisées sur les C18.4 invalidées pour le géne Car et traitées avec le véhicule révelent
également une augmentation de 1’accumulation des transcrits du géne Cyp2b10 par rapport aux
cellules sauvages. Ces données suggerent que la protéine CAR pourrait exercer une regulation

basale négative au niveau du promoteur du gene Cyp2bl10 dans les C18.4, évoquant une

65



signalisation particuliere de CAR dans la lignée germinale. Ces résultats valident toutefois que
la signalisation CAR est active dans les C18.4 (bien gu’inattendue), mais soulévent de
nombreuses questions concernant 1’activité de la protéine CAR au niveau de ses geénes cibles,
et concernant I’impact de I’androstanol sur 1’activité transcriptionnelle du récepteur. Il serait
intéressant d’utiliser le géne rapporteur luciférase sous le contréle de promoteurs de plusieurs
genes cibles de CAR dans les C18.4, et de réaliser des expériences de gels retards et
d’immunoprécipitations de la chromatine (ChIPs) pour étudier la localisation de CAR et ainsi

mieux comprendre son activité basale et I’impact de 1’androstanol sur sa signalisation.

L’ensemble de ces données suggere une mécanistique complexe de CAR dépendante du
ligand utilis¢, de I’isoforme et du type cellulaire étudiés. Des expériences de transfection de
CAR, de fractionnement cellulaire, et des analyses transcriptomiques dans la lignée C18.4 sont
donc fondamentales pour étudier la signalisation CAR ainsi que I'impact de I’AL Il sera
également intéressant de comparer les résultats obtenus avec d’autres lignées cellulaires dans
lesquelles I’expression de Car a été identifiée par notre équipe comme les GC1-spg
(spermatogonies différenciées murines) et les TCAM2 (cellules tumorales de type séminome

humain).

3. Quels sont les roles de CAR dans I’homéostasie des cellules germinales

indifférenciées ?

Les résultats obtenus démontrent que I’inhibition de la signalisation CAR par
’utilisation de 1’ Al altere ’homéostasie des cellules germinales indifférenciées. En effet, chez
les souris en période néonatale, le traitement avec 1’ Al entraine une diminution transitoire du
nombre de cellules germinales indifférenciées, associée a une altération de leur localisation au
sein des tubes séminiféres. In vitro, nous avons demontré dans les C18.4 la diminution de
I’expression du géne 1d4 (essentiel au maintien de 1’état de pluripotence) en réponse a I’ Al. Nos
données montrent également in vitro et in vivo des modulations de la signalisation FOXO1. En
effet, le traitement avec 1’ Al entraine une diminution de 1’expression du géne Foxol ainsi que
des changements de la localisation subcellulaire de la protéine FOXOL1. De plus, nos données
indiquent une diminution de I’expression de certains génes cibles de FOXO1, suggérant une

réduction de ’activité transcriptionnelle de la protéine FOXO1.

Ce lien entre I’inhibition de la signalisation CAR et FOXO1 est intéressant dans
I’analyse des phénotypes observés car plusieurs études ont démontré que la protéine FOXO1
est impliquée dans la régulation de la différenciation des gonocytes en spermatogonies (Goertz
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et al. 2011), (Pui et Saga 2017) et de maniere générale dans le contrdle de multiples étapes de
la spermatogenése. En effet, a1’age adulte, la plupart des tubes séminiféres des souris invalidées
pour le géne Foxol présentent des cellules germinales a tous les stades de différenciation, mais
en nombre réduit. Cependant, aucun spermatozoide n’est retrouvé dans 1’épididyme, malgré la
présence de spermatides rondes et allongées (Goertz et al. 2011). Ainsi, nos travaux suggérent
que chez la souris, la modulation néonatale de la signalisation CAR pourrait impacter la
transition des gonocytes en spermatogonies, expliquant notamment la présence ectopique de

cellules germinales indifférenciées ID4+, PLZF+ ou FOXO1+ au centre des tubes séminiféres.

De maniére intéressante, de nombreuses relations ont été identifiées entre les protéines
CAR et FOXO1, mettant en avant des interactions complexes entre leurs signalisations. En
effet, il a été démontré dans les hépatocytes que la protéine mCAR peut se lier directement a la
protéine FOXO1 murine (mMFOXO1). Seule la forme active de mCAR permettrait cette
interaction (Kodama et al. 2004). En effet d’autres études confirment que les protéines CAR et
FOXOI peuvent interagir entre elles uniquement lorsqu’elles se trouvent dans le noyau. Dans
ce cas de figure, I’interaction de CAR avec FOXOI1 peut notamment inhiber la fixation de
FOXO1 au niveau des régions régulatrices de ses gene cibles, inhibant son activité
transcriptionnelle (Kodama et Negishi 2006), (Pustylnyak, Gulyaeva, et Pustylnyak 2020). De
plus, une étude a montré que mMCAR agirait également comme un corepresseur de mFOXO1,
réduisant ainsi son activité transcriptionnelle. Dans cette étude, 1’utilisation d’un agoniste
inverse de mCAR n’affecte pas I’activité transcriptionnelle de mFOXO1, suggérant que le
récepteur CAR doit se trouver sous forme active pour exercer son activité de corépresseur de
FOXOL1 (Kazantseva, Yarushkin, et Pustylnyak 2014). A I’inverse, mFOXOI1 agirait comme
un coactivateur de mCAR. L’exposition des cellules & un agoniste inverse de mMCAR réprime
cependant cette coactivation, suggérant que mFOXOL1 peut exercer son activité de coactivateur

uniquement quand mCAR est sous forme active.

L’ensemble de ces données évoque la possibilité que CAR pourrait altérer la localisation
et ’activité de la protéine FOXO!1 dans les cellules germinales indifférenciées, toutefois les
mécanismes impliqués restent a identifier. Il est fondamental d’étudier, notamment au sein de
la lignée germinale C18.4, I'impact de I’Al sur les localisations subcellulaires des protéines
CAR et FOXOL1 et sur leur potentielle interaction par des techniques transfections, de

fractionnements cellulaires et de co-immunoprécipitations.
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Les données générées in vitro dans la lignée germinale C18.4 indiquent une diminution
de la signalisation FOXO1, associée a une augmentation de sa phosphorylation au niveau de la
sérine 256. De maniere intéressante, nous avons également identifié une augmentation de la
phosphorylation de la kinase AKT dans les spermatogonies indifférenciées C18.4 a la suite du
traitement Al Or, il est connu que 1’activité de la protéine FOXOI1 est en partie régulée par la
kinase AKT, qui permet sa phosphorylation et donc sa rétention cytoplasmique. De plus, des
¢tudes ont montré que l’activation de la signalisation CAR conduit a 1’activation de la
signalisation AKT (Yarushkin et al. 2020) réduisant 1’expression, la localisation nucléaire et

I’activité transcriptionnelle de FOXO1 (Kazantseva, Yarushkin, et Pustylnyak 2014).

Pour expliquer I’impact de I’inhibition de la signalisation CAR par I’Al sur la
localisation de la protéine FOXO1 dans les cellules germinales indifférenciées, nous avons
formulé plusieurs hypotheses parfois en contradiction avec les données de la littérature générées

a partir de lignées cellulaires différentes :

1. L’exposition a I’Al pourrait entrainer la translocation nucléaire de CAR. Cette
translocation pourrait avoir plusieurs conséquences, notamment [’interaction dans le
compartiment nucléaire de CAR avec FOXOI1. Dans ce cas, ’activité transcriptionnelle de la
protéine FOXO!1 pourrait étre réduite. Cependant, si I’ Al entraine la translocation nucléaire de
CAR, cela n’entraine pas nécessairement son interaction avec FOXOI. En effet, CAR pourrait
tout aussi bien s’hétérodimériser avec RXR et entrer en compétition au niveau des éléments de
réponse de FOXO1, ou encore interagir avec d’autres protéines (telles que CULLIN1 et PGC1
(PPARG coactivator 1 alpha)) formant ainsi un complexe nucléaire protéique, comme décrit
dans la littérature (Kodama et al. 2004), (Pustylnyak, Gulyaeva, et Pustylnyak 2020).
Cependant, cette hypothése ne permettrait pas directement d’expliquer la diminution de la
localisation nucléaire de la protéine FOXOL1 a la suite du traitement Al. En effet, la littérature
ne décrit pas le devenir du complexe protéique CAR-FOXO1 qui se serait formé dans le noyau.
De plus, les résultats obtenus aprés la transfection dans la lignée C18.4 d’un plasmide codant
une protéine FOXO1 non phosphorylable et constitutivement nucléaire (FOXO1 3A) montrent
que les effets médiés par 1’Al sont dépendants de la localisation cytoplasmique de la protéine
FOXO1. Des expériences de cotransfections, de fractionnement cellulaire et de co-
immunoprécipitations de CAR et FOXOI1 dans les C18.4 permettraient d’approfondir cette
hypothése.
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Figure 27 : Hypothése 1 d’un lien entre CAR, FOXO1 et P’acétylation de
I’histone H4.

(A) L’histone H4 se trouve dans le compartiment nucléaire et la protéine FOXO1
interagit avec elle dans le compartiment nucléaire pour permettre son acétylation via
le recrutement de HATs. (B) L’exposition a 1’androstanol permet a CAR d’activer la
signalisation AKT et de phosphoryler FOXOI1 entrainant son exclusion nucléaire.
Les protéines HATs ne sont plus recrutées sur H4, inhibant ainsi son acétylation.
Cependant, les conséquences de I’androstanol sur la localisation de CAR demeurent
inconnues ainsi que son impact sur la signalisation AKT.

H4 : Histone H4 ; A : Androstanol ; HAT : Histone acétylase ; Ac : Acétylation ; P :
Phosphorylation



2. L’exposition a I’Al activerait la signalisation AKT, ce qui pourrait réprimer la
signalisation FOXO1 via sa phosphorylation. En effet, I’activation de la voie AKT conduit a la
phosphorylation de la protéine FOXO1 et a son inactivation. Nos données appuient cette
hypothése puisque ’utilisation de 1’Al entraine dans la lignée C18.4 une augmentation de la
phosphorylation de AKT et de celle de FOXO1. Cependant, il nous reste a confirmer que la
phosphorylation de FOXOL1 est spécifiquement dépendante de la phosphorylation de AKT.
Plusieurs approches nous permettraient de répondre a cette question ; notamment 1’utilisation
dans la lignée C18.4 du LY294002, un inhibiteur synthétique de la protéine PI3K
(Phosphoinositide-3-Kinase) (médiateur de la signalisation AKT) ou d’un mutant dominant
négatif de AKT.

Les résultats obtenus in vitro montrent également un impact rapide de I’exposition a
I’ Al sur I’acétylation de I’histone H4, certainement par la mobilisation de voies de signalisation
intracellulaires cytoplasmiques. Les mécanismes par lesquels I’inhibition de la signalisation
CAR régulerait 1’acétylation de 1’histone H4 demeurent a ce jour inconnus. Cependant, notre
étude suggere que la diminution de I’acétylation de I’histone H4 a la suite de I’exposition a I’ Al
est dépendante de la signalisation FOXO1. En effet, la surexpression dans la lignée C18.4 du
mutant FOXO1-3A nucléaire et non phosphorylable permet de contrecarrer les effets de I’Al

sur I’acétylation de I’histone H4. Ces données suggérent plusieurs mécanismes :

- Si I’histone H4 se trouve dans le compartiment nucleaire, il est possible que dans les
conditions physiologiques basales dans les C18.4, la protéine FOXO1 se trouve majoritairement
non phosphorylée dans le compartiment nucléaire. Elle interagirait alors avec la protéine H4,
entrainant des modifications post-traductionnelles comme suggéré dans la littérature (Qiu et al.
2015), (Hatta et Cirillo 2007), (Arai, Kano, et Murata 2015), notamment via le recrutement
d’histones acétylases (HATs) permettant 1’acétylation de 1’histone H4. Dans le cas d’une
exposition des C18.4 a I’Al, la signalisation AKT serait alors mobilisée ce qui entrainerait la
phosphorylation de la protéine FOXO1 et son exclusion nucléaire. La protéine FOXO1
phosphorylée présente alors dans le compartiment cytoplasmique serait alors incapable de
recruter les HATs (Histone acetyltransferases) impliquées dans 1’acétylation de 1’histone H4
(Figure 27).

- Cependant, une étude suggere que I’acétylation de I’histone H4 est nécessaire pour sa
translocation nucléaire (Ejlassi-Lassallette et al. 2011). Dans ce cas, si I’histone H4 se trouve

initialement dans le compartiment cytoplasmique, I’exposition des C18.4 a 1I’Al mobiliserait la
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Figure 28 : Hypothese 2 d’un lien entre CAR, FOXO1 et ’acétylation de
I’histone H4.

L’histone H4 se trouve dans le compartiment cytoplasmique ou elle est
phoshphorylée par des HATs. L’exposition a [’androstanol mobilise la
signalisation AKT ce qui entraine la phosphorylation de FOXOI1 et sa
translocation cytoplasmique. Elle va interagir avec H4 et permettre le
recrutement de HDACs inhibant ainsi I’acétylation de 1’histone H4.

HDACs : histones désacétylases ; H4 : Histone H4 ; A : Androstanol ; HAT :
Histone acétylase ; Ac : Acétylation ; P : Phosphorylation



signalisation AKT ce qui entrainerait la phosphorylation de la protéine FOXO1 et donc sa
localisation cytoplasmique. Ceci pourrait permettre I’interaction de FOXO1 avec H4 dans le
cytoplasme et le recrutement d’histones désacétylases (HDACS) inhibant ainsi 1’acétylation de
I’histone H4 (Figure 28).

Certaines données publiées dans la littérature nous ont permis de formuler ces
hypothéses. En effet, une étude a démontré que la protéine FOXO1 peut se lier & la protéine
H4, suggérant que cette interaction directe peut altérer les interactions H4-H4 et H4-ADN, ce
qui conduirait a un état de compaction plus relaché de la chromatine. Cet état plus relaché de la
chromatine pourrait faciliter le recrutement de protéines impliquées dans I’acétylation ou la
désacétylation des histones (Hatta et Cirillo 2007). De plus, il a déja été démontré que FOXO1,
notamment via I’interaction avec des facteurs de transcription, peut recruter des HATs ou des
HDACSs au niveau de certains promoteurs de génes, affectant ainsi leur transcription (van
der Vos et Coffer 2008). Il a également été démontré que la surexpression de FOXO1 ou
’activation de la signalisation FOXOI1 entraine des modifications post-traductionnelles de
I’histone H3 (Qiu et al. 2015), (Arai, Kano, et Murata 2015), ce qui suggére que FOXO1
pourrait bien étre impliqué dans 1’altération de 1’acétylation de I’histone H4, phénotype observé

in vivo et in vitro.

Il est également important de noter que 36 heures aprés la transfection de la forme
constitutivement nucléaire de FOXOI1 dans les C18.4, une réduction de I’acétylation de
I’histone H4 est également observée, ce qui suggere que FOXO1 pourrait aussi réguler de
maniére transcriptionnelle 1’acétylation de 1’histone H4, potentiellement via la régulation de
I’expression de HATs ou de HDACs. Une étude a notamment montré que FOXO1 régule
I’expression de la désacétylase SIRT1 (Sirtuine 1), (S. Xiong et al. 2011).

L’identification des protéines impliquées dans I’acétylation de ’histone H4 ainsi que
des expériences de cotransfections, de fractionnements cellulaires et de
coimmunopreécipitations de FOXOL1 et de H4 dans les C18.4 pourraient permettre de mieux

comprendre 1’impact de I’inhibition de la signalisation CAR sur 1’acétylation de I’histone H4.

Les roles de I’acétylation de 1’histone H4 dans les spermatogonies indifférenciées sont
aujourd’hui peu identifiés. Cependant, des données obtenues chez la souris montrent que les
spermatogonies présentent une acétylation de 1’histone H4 au niveau des lysines 5, 8 et 12
(Shirakata et al. 2014). De plus, une étude a montré que les hommes présentant une azoospermie

ont un pourcentage réduit de I’hyperacétylation de 1’histone H4 et de I’acétylation de la lysine
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12 de I’histone H4 dans les spermatogonies (Kleiman et al. 2008). Ces données suggérent que
I’acétylation de I’histone H4 dans les spermatogonies est importante pour le déroulement

normal de la spermatogenese.

4. Comment la modulation néonatale et transitoire de la signalisation CAR peut-

elle entrainer une infertilité a ’age adulte ?

Nos données montrent que le traitement néonatal avec un agoniste inverse de CAR chez
la souris entraine a I’age adulte une altération de la fertilité. La période de développement
néonatale est considérée comme une fenétre particuliérement sensible a 1’exposition des
xénobiotiques, en lien avec I’immaturit¢é de 1’organisme. Nos données suggerent que
I’inhibition de la signalisation CAR impacte initialement 1’homéostasie des spermatogonieS
indifférenciées. Puis a 1’age adulte, les souris présentent une altération de la qualité spermatique
suggérée par une hypofertilit¢ indépendante d’un effet sur le nombre de spermatozoides
épididymaires. Cette hypothése est confirmée par I’augmentation de la rétention de 1’histone
H3 dans les spermatozoides des souris exposées a I’Al, ce qui suggere des défauts de
spermiogenése. En effet, nos données préliminaires suggeérent une diminution générale de
I’hyperacétylation de I’histone H4 au niveau testiculaire chez les souris de 8 mois (données non
présentées), associée a 1’augmentation du nombre de tubes présentant des spermatides rondes
hyperacétylées et a la diminution du nombre de tubes présentant des spermatides allongées
hyperacétylées. L’ensemble de ces données appuient 1’hypotheése d’une altération de la
spermatogenese puisque I’acétylation de I’histone H4 est une étape clé du remplacement des
histones par les protamines. Or, 1’altération de la transition histone protamine est décrite pour

étre associée a I’hypofertilité (Oliva et Ballesca 2012), (Yuen et al. 2014).

Nos resultats montrent que les altérations de la signalisation FOXO1 observées dans le
testicule néonatal a P10, a la suite de I’exposition a I’Al, sont conservées a 1’age adulte dans le
testicule. De plus, la signalisation FOXO1 semble également altérée dans la lignée immortalisée
de spermatogonies indifférenciées C18.4 apres traitement avec 1’Al, ce qui indique un impact
direct de I’inhibition de la signalisation CAR sur les cellules germinales indifférenciees. En
effet, les données obtenues in vitro suggerent que 1’inhibition de la signalisation CAR dérégule
la signalisation FOXO1, ce qui pourrait altérer les niveaux d’acétylation de I’histone H4. Le
traitement Al pourrait ainsi altérer de maniére permanente 1’homéostasie des cellules
germinales indifférenciées. Les impacts initiaux de I’inhibition de la signalisation CAR sur les

spermatogonies indifférenciées seraient alors transmis a travers les différents stades de la
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spermatogenese et impacteraient in fine la qualité des spermatozoides. En effet, bien que Goertz
et ses collaborateurs ont montré en 2011 que 1’expression de FoOx0l est restreinte aux
spermatogonies indifférenciées, leur étude suggere qu’au-dela des rdles de FOXO1 dans
I’homéostasie des cellules germinales indifférenciées, la protéine serait également initiatrice
d’une cascade d’éveénements qui influence les étapes plus tardives de la spermatogeneése,
notamment la spermiogenese (Goertz et al. 2011). Une étude plus récente a cependant détectée
la protéine FOXO1 par marquage immunohistochimique dans le cytoplasme des cellules
germinales dans les phases tardives de la spermatogenese (spermatocytes et spermatides) chez

le rat (P. Huang et al. 2016), appuyant toutefois I’hypothése précédente.

Cependant, il nous faut encore comprendre comment ces altérations peuvent étre

maintenues et transmises.

En 1993, une étude montre que 1I’exposition néonatale a des xénobiotiques entraine chez
le rat une altération a long terme des niveaux d’expressions de certains cytochromes (Zangar,
Springer, et Buhler 1993). Nos résultats montrent que 1’exposition a 1’Al conduit a des
modifications des marques histones au sein des spermatogonies in vitro, et au sein du testicule
adulte in vivo aprés une exposition néonatale. Une altération de 1’acétylation de I’histone H4 a
notamment été observée, ce qui peut potentiellement impacter le transcriptome des cellules

germinales et altérer ainsi leur qualité.

L’ensemble de ces données suggere que les modulations de la signalisation CAR
peuvent impacter de maniére permanente 1’expression des génes. Si les mécanismes impliqués
restent a identifier, il est possible que cela implique la mise en place d’empruntes épigénétiques,
telles que la méthylation d’ADN ou la méthylation des histones, notamment au niveau des
régions régulatrices de I’expression des génes, conduisant a une modulation permanente des
niveaux d’ARNm, comme cela a été¢ suggéré par de nombreuses études sur les impacts des
expositions in utero/néonatales aux perturbateurs endocriniens (Predieri, Alves, et lughetti
2022). En ce sens, nos données montrent que 1’inhibition de la signalisation CAR est associée
au sein du testicule mais aussi dans la lignée C18.4 a une modulation de I’expression d’acteurs
clefs des processus épigénétiques tels que 1’expression de certaines DNA méthyltransférases

ou d’histones méthyltransférases.

Finalement, notre étude a montré que I’inhibition néonatale de la signalisation CAR
chez la souris peut altérer la qualité des cellules germinales et conduire a I’infertilité a 1’age

adulte. Ces résultats novateurs démontrent les roles de CAR dans la physiologie et les
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pathophysiologies testiculaires. D’autres questions persistent, il serait en effet intéressant de
comparer les effets d’une exposition a I’ Al au cours de différentes périodes (néonatale versus
adulte) et/ou de différentes durées (aigue versus chronique) sur la fonction testiculaire et sur les

parametres dérégulés dans notre étude.

De nombreuses études ont déja rapporté les effets délétéres de 1’exposition a des
molécules chimiques sur la fertilité. Ces données sont donc pertinentes notamment dans un
contexte d’expositions environnementales, puisqu’un grand nombre de xénobiotiques sont
modulateurs de la signalisation CAR. Nos résultats doivent donc alerter les organismes
décisionnaires tels que 1’agence européenne des médicaments (EMA) ou I’alliance pour la santé
et ’environnement (HEAL) qui contrdlent et autorisent la mise sur le marché de nouveaux
xénobiotiques. En effet, si certaines classes de molécules chimiques telles que les perturbateurs
endocriniens sont déja surveillées, il est important de réaliser que de nombreuses voies de
signalisation peuvent étre impactées par les molécules chimiques environnementales, telle que
la voie de signalisation CAR comme présenté dans notre étude, et que 1’exposition a ces

molécules peut avoir des impacts sur les organismes vivants et notamment altérer la fertilité.
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Article 2

Neonatal co-exposure to Pregnane-X Receptor and Constitutive Androstane Receptor

agonists synergistically impairs testicular functions and male fertility. En préparation.

Monrose Mélusine, Holota Héléne, Martinot Emmanuelle, Thirouard Laura, de Haze
Angélique, Damon-Soubeyrand Christelle, Saru Jean-Paul, Caira Frangoise, Lakhal Laila,
Beaudoin Claude, Volle David H.

A. Introduction

Les troubles de la fertilité sont en augmentation constante depuis plusieurs décennies
dans les régions du monde les plus développées, ou il est notamment observé une diminution
de la quantité et de la qualité spermatique (Rolland et al. 2013). De nombreuses études
suggerent aujourd’hui D’implication des polluants environnementaux, notamment des
perturbateurs endocriniens (PEs), dans 1’étiologie de D’infertilité. Les étres vivants dont
I’Homme sont tous concernés par I’exposition aux xénobiotiques, qui s’accumulent de plus en
plus au sein de I’environnement et atteignent les écosystemes. Il est établi que pendant la
période périnatale, I’organisme est particulierement sensible a I’exposition aux xénobiotiques
qui peut entrainer des conseéquences a long terme sur la santé, et notamment sur la fertilité a
I’age adulte. En effet, des études épidémiologiques ont démontré I’impact délétere de
I’exposition aux molécules environnementales sur la fertilité (Russ Hauser et al. 2006), (Meeker
et al. 2010); et d’autres utilisant des modéles animaux ont montré les conséquences
irréversibles d’une exposition précoce et transitoire, notamment aux PEs, sur les capacités de
reproduction (Ding et al. 2017), (Lessard et al. 2019). De plus, en raison de la diversité des
molécules chimiques produites par I’Homme et relarguées dans I’environnement, il est essentiel
de considérer les conséquences sur la santé d’une exposition combinée a plusieurs
xénobiotiques, également appelée effet cocktail. En effet, les xénobiotiques qui pénétrent dans
I’organisme peuvent moduler la signalisation d’un grand nombre de recepteurs et notamment
celles des récepteurs CAR et PXR, tous deux exprimés dans le testicule au sein de types
cellulaires différents (Martinot et al. 2017). La dérégulation d’une ou de plusieurs voies de
signalisation testiculaire peut altérer la physiologie du testicule. Les fonctions testiculaires sont
finement régulées grace aux dialogues entre les différents types cellulaires du testicule qui

permettent notamment la mise en place et le maintien des fonctions de reproduction.
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Dans ce contexte, nous avons émis 1’hypotheése qu’une double activation néonatale des
voies de signalisation CAR et PXR avec des molécules synthétiques qui exercent une activité
agoniste, mimant les effets d’une modulation précoce par des xénobiotiques, pourrait impacter
la physiologie testiculaire. Pour étudier cette hypothése nous avons traité des souris sauvages
ou invalidées pour le gene Car, chaque jour pendant les 10 premiers jours de leur vie, avec
I’agoniste spécifique de CAR, le TCPOBOP (1,4-Bis-[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzene),
une molécule retrouvée dans la composition de certains pesticides (Tzameli et al. 2000) et/ou
avec ’agoniste spécifique de PXR, le PCN (Pregnenolone-16alpha-carbonitrile), un stéroide
synthétique qui peut avoir une activité de PE (Kliewer et al. 1998). La fertilité des animaux a
été analysée a 8 mois, et des parameétres physiologiques, histologiques et moléculaires ont été
étudiés a 10 jours et a 8 mois pour comprendre I’impact des traitements sur la physiologie du
testicule. Pour compléter ces données, des analyses in vitro ont également été réalisées sur une
lignée murine de spermatogonies indifférenciees (C18.4) et sur une lignée murine de cellules
de Leydig (MLTC1).

Nos résultats indiquent une interaction entre les voies de signalisation CAR et PXR,
démontrée par les effets deléteres et additifs sur la fertilité de la co-exposition avec le
TCPOBOP et le PCN. En effet, si I’exposition unique au TCPOBOP ou au PCN n’altére pas
les capacités de reproduction des souris, le groupe ayant recu la double exposition (TCPOBOP
et PCN) présente une augmentation du nombre de males stériles, une diminution du nombre de
petits par portée chez les males toujours fertiles associée a une diminution du nombre de
spermatozoides, ainsi qu’une augmentation de la mort in utero. Ces données suggerent que
I’activation combinée des voies de signalisation CAR et PXR entraine des altérations
quantitatives et qualitatives de la spermatogenese, associées a une diminution de la synthese de
testostérone intra-testiculaire, permettant d’expliquer en partie 1’impact additif des molécules
sur la fertilité. De plus, les résultats obtenus montrent que le traitement néonatal avec le PCN
seul entraine également une altération de la synthése de testostérone a 1’age adulte, qui ne
semble toutefois pas suffisante pour altérer la fertilité des souris. Nos données ont également
montré que 1’ensemble des traitements entrainent initialement (10 jours postnataux) une
diminution du nombre de spermatogonies associée a une augmentation de I’apoptose, suggérant
une altération précoce du développement des cellules germinales indifférenciées. De maniere
surprenante, a 10 jours postnataux, les souris traitées avec le PCN mais pas celles doublement
exposées au PCN et au TCPOBOP présentent initialement une tendance a 1’augmentation des

taux de testostérone.

75



Nous avons également étudié les conséquences des traitements in vitro sur plusieurs
lignées cellulaires, exprimant le récepteur CAR (C18.4, MLTC1) ou le récepteur PXR
(MLTC1) pour identifier les impacts directs des expositions et mieux comprendre leurs
conséquences sur la physiologie testiculaire. Les résultats obtenus suggerent que PXR serait
impliqué dans la régulation de la synthése de testostérone au sein des cellules de Leydig.
Cependant, méme s’il n’est pas exprimé dans les spermatogonies, la modulation de la
signalisation PXR aboutie a 1’altération de I’homéostasie des spermatogonies. La signalisation
CAR quant a elle joue un role dans I’homéostasie des spermatogonies indifférenciées,

potentiellement dans le contr6le de la mort cellulaire programmée.

Finalement, puisque les impacts des traitements reposent in fine sur des altérations de la
lignée germinale pour induire les troubles de la fertilité, et que seul le géne Car semble exprime
dans les cellules germinales indifférenciées, nous nous sommes interrogés sur la possibilité que
CAR puisse médier les impacts de la double exposition au TCPOBOP et au PCN. De maniere
intéressante, nos résultats montrent que 1’invalidation totale du géne Car est suffisante pour
contrecarrer les effets de la double exposition néonatale, sur le nombre de spermatozoides, sur
le nombre de petits par portée et sur la mort in utero, sur le nombre de males stériles et in fine
sur la fertilité. De plus, I’invalidation du géne Car permet également de contrer les impacts du
traitement avec le TCPOBOP mais aussi ceux observés avec le PCN sur I’apoptose des cellules
germinales a 10 jours. Nos données montrent également que les souris invalidées pour le géne
Car et traitées en période néonatale avec le PCN ne présentent plus d’altérations des taux de
testostérone intra-testiculaire. Ces données suggerent que 1’activation de la voie de signalisation
PXR par le traitement PCN nécessite la signalisation CAR pour médier ces effets délétéres sur

les cellules germinales et la fonction de reproduction.
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Monrose et al. CAR and PXR mediates repro-toxicities of xenobiotics.

Abstract

PXR (Pregnane-X-Receptor) and CAR (Constitutive Androstane Receptor) are described as
xenobiotic nuclear receptors. They have been identified as being involved in environmentally
induced pathologies such as diabetes or non-alcoholic fatty liver disease. Over the last
decades, many studies have reported the impacts of environmental molecules (EM) on male
fertility. However, the roles of PXR and CAR in environmentally induced fertility disorders have
not been described so far. Here, using rodent experimental models of exposure, we define the
mechanisms involved explaining how neonatal exposure to EM impairs male sexual function
through PXR and CAR. Neonatal co-exposure to agonists of these two nuclear receptors
synergistically impairs fertility in wild-type adult males, which is associated with a lower sperm
production. Furthermore, the interaction between PXR and CAR is confirmed by the lower
impact of PXR agonist in mice genetically deficient for Car gene.

This work makes an important contribution to the literature as it demonstrates that PXR and
CAR play critical synergistic roles in xenobiotic-induced pathophysiological changes in the
mouse testis. This highlights that these signaling pathways may now need to be studied to

better identify the adverse impacts of environmental molecules on male fertility.



Monrose et al. CAR and PXR mediates repro-toxicities of xenobiotics.

Introduction

The incidence of reproductive disorders is steadily increasing and affects 15% of couples’.
Male abnormalities are diagnosed in half of all cases'. In the same line of evidence, the
incidence of various male reproductive disorders such as cryptorchidism, testicular cancer,
and low sperm count has been progressively increasing in some regions of the world®?. This
suggests that exposures to environmental molecules (EM) might be in part responsible of these
increases.

The concept of developmental origins of health and disease (DoHaD) suggests that chronic
diseases at adulthood have, at least in part, an early developmental origin*°. There is now
considerable scientific evidence to suggest that certain environmental exposures and lifestyle
behaviors during the perinatal period contribute to the spread of certain chronic diseases from
generation to generation. Among the environmental molecules, endocrine disruptors (EDs)
have been demonstrated to have major impacts on health and particularly on reproductive
capacities. At the molecular level, the mechanisms of action of these molecules have been
mainly studied through their potential interactions with several members of the nuclear receptor
superfamily such as ER (estrogen receptors), AR (androgen receptors), TR (thyroid receptors)
and PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors)®~'°. However, the number of EM is
still growing, and these molecules are rarely pure agonists or antagonists and can induce
multiple signaling pathways. This suggest that other mediators must be involved. In that line,
in the last decades, other members of the nuclear receptor superfamily have been described
as key mediators of xenobiotics, namely PXR (Pregnane-X-Receptor, NR112) and CAR
(Constitutive Androstane Receptor, NR113)"". However, even if both receptors are expressed
within testis'?, their respective roles in the impacts of environmental molecules on testicular
physiology and male fertility disorders have not been fully studied and established so far.

We therefore hypothesized that interactions might exist between PXR and CAR signaling
pathways in the context of exposures to environmental molecules. This study aimed to
decipher the role of CAR and PXR on the germ cell response to EM and subsequent impacts
on fertility. A combination of in vivo, in vitro, and pharmacological approaches was used an to
decipher the interactions within the testis between the CAR and PXR signaling pathways and

their potential additive effects on testicular pathophysiology and on male fertility.

Results

Neonatal co-exposure to PXR and CAR agonists leads to male infertility.

To analyze the potential interactions of xenobiotic signaling pathways through PXR and CAR
during neonatal exposures on adult male fertility, wild-type (WT) and Car-deficient (Car”) mice
were exposed from post-partum day 1 (dpp1) and until post-partum day 10 (dpp10). To target
CAR and PXR pathways; TCPOBOP 1,4-bis-[2-(3,5,-dichloropyridyloxy)] benzene as a mouse
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CAR selective agonist, which was initially isolated as a pesticide contaminant’'%; and 5-
Pregnen-3B-ol-20-one-16a-carbonitrile (PCN), as a PXR agonist''®, which is a synthetic
steroid that could act as an endocrine disruptor, were used.

To analyze the impact of neonatal exposures to TCPOBOP and PCN (T-P) on male fertility,
reproductive tests were performed at 8 months of age (Figure 1). The data showed that single
exposures had no significant impact on the number of vaginal plugs (data not shown). In
addition, there was no negative effect of the single exposures on the delay to obtain plugs or
in the efficiency of the plugs demonstrating that all males were capable of mating (Figure 1A).
However, a higher percentage of T-P-exposed males were sterile compared with vehicle-
treated males, as revealed by the absence of pregnancy, whereas no effect was observed for
single-molecule exposures (Figure 1B).

Interestingly, in T-P exposed males that remained fertile, there was a tendency for lower
number of pups per litter revealed by number of fecundations per litter (Figure 1C). In addition,
litters obtained from T-P-exposed males also had fewer alive pups than the other groups, which
was associated with an increased rate of in utero death in litters from T-P-exposed males
(Figure 1C).

Analyses performed did not showed major impact of neonatal exposure on adult body
weight, neither on liver, testis, epididymis (Supplemental Figure S1). However, results
showed a more significant effects of the PCN in Car” males as highlighted by a higher liver
weight and a lower testicular weight compared to Car” males treated with vehicle
(Supplemental Figure S$1). Combined, these data suggested that co-exposure to T-P affects
fertility at multiple levels. First, on the achievement of gestation after mating; but also, on the
survival of the pups. These data suggested that the observed defects may be due to major
gamete defects reflected by alterations in sperm production potentially at quantitative and
qualitative levels. In that line, a lower sperm cell count was obtained in exposed males even
though no additive effect were observed between molecules (Figure 1D). These lacks additive
impacts suggested that both CAR and PXR pathway could act in a common mechanism to
alter germ cell production, whereas they might also act in an additive manner in other
parameters, such as sperm quality, leading to synergistic impact on male fertility.

The use of Car” mice revealed that the lack of CAR was sufficient to counteract the impact
of co-exposure on male fertility parameters analyzed. Indeed, the present data showed that in
Car” males no effect of the treatments were observed on the number of vaginal plugs, on the
percentage of fertile males, on the number of live or dead pups compared to the other groups
(Figures 1A to 1C). Moreover, the exposure to molecules had no impact on the number of

spermatozoa in the epididymis tail in Car” male mice (Figure 1D).
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Results showed that the effect on pup’s viability might be related to the effect of PCN
(Figure 1C), whereas the impact on the number of sperm cells seemed to be more related to
the TCOPBOP (Figure 1D).

CAR et PXR differentially affect adult testicular histology.

We decided to analyze the testicular histology to decipher whether reproductive alterations
could be due to abnormal gonads. No major alteration was observed on global testicular
histology has observed by H&E staining (Figure 2A). Interestingly, the present data
demonstrate that spermatogenesis was affected by exposures. Indeed, the number of
spermatogonia, identified as PLZF-positive cells, was lower in mice treated with the CAR
agonist and in mice co-exposed to T-P (Figure 2B). Similar patterns with lower cell numbers
in T and T-P groups were observed for spermatocytes (SYCP3 staining) (Figure 2C) and for
spermatids revealed by staining with acetylated-histone H4 (Figure 2D). There is still a need
to validate these data on either Car or Pxr knock-out mice.

In addition, these lower numbers of germ cells could be associated with an increase in
apoptosis as a higher rate of TUNEL positive cells were noticed in T-P groups compared to
controls (Figure 2E). This effect corresponded to the impact of PCN on germ cell survival as
sustained by data obtained with PCN alone (Figure 2E). However, the decrease of germ cell
number in TCPOBOP exposure was not related to germ cell apoptosis (Figure 2E). This
suggested that CAR signaling might alter germ cell differentiation and/or proliferation while
PXR controls germ cell survival. The present data show that the absence of Car counteracts
the impact of neonatal exposure to TCPOBOP but also to PCN with respect to impact on germ
cell survival (Figure 2). These data suggest that the impact of the PCN-activated PXR pathway

act on germ cells in a CAR-dependent manner.

Co-exposures to PXR and CAR agonists alters neonatal testicular histology.

The above data highlight the impact of co-exposure on germ cells. We thus decided to decipher
the initial impacts of the molecules at the end of the treatments at 10 days postnatal.
Immuno-histological analyses showed an impact of molecules on the number of ID4+ and
PLZF+ spermatogonia with any additive or synergic impacts of double exposure (Figures 3A
& 3B). This clearly shows that during the early stages of exposure, the two signaling pathways
interact to alter early germ cell development. There is still a need to validate these data on

either Car or Pxr knock-out mice.

Data showed that exposure to single molecules led to the increase of the rate of apoptotic
germ cells as revealed using TUNEL immunostaining. However, there was no additive effect

in the mice co-exposed with both molecules (Figures 3C).
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CAR acts of germ cells.

We have previously demonstrated that CAR is mainly expressed in spermatogonia and
in Leydig cells (1% paper of this thesis manuscript). To define the roles of CAR on germ cells,
we decided to use the immortalized cell line C18 either Wt or deficient for Car gene. After
24hours, treatment with the CAR agonist led to a lower number of cells compared to vehicle
treated group specifically in Wt cells (Figure 4A). This did not seem to be correlated with
impact on proliferation or on apoptotic rates (Figure 4B & 4C). These results suggested that
CAR could lead to lower number of cells through the modulation of other processes such as

autophagy, necrosis for examples.

PXR regulates testosterone synthesis.

To better decipher the combined impact of CAR and PXR pathways, we next analyzed PXR
as it has also been demonstrated to be expressed in the testis'?. The present data show that
PXR is expressed in neonatal and adult mouse testis (Figure 5A). In neonatal mice, PXR
mRNA was mainly detected CD9- cell sorted cells analysis compared to eluate parts (Figure
5B). Consistently, data show that in adult mice PXR mRNA is detected in both tubular and
interstitial compartments of the testis (Figure 5C); but PXR mRNA was enriched in CD9- cells
(Figure 5C). These data suggested that PXR is expressed in interstitial cells and in somatic
tubular cells (Figure 5D). The expression of PXR in many cell types of the testis was confirmed
using immortalized cell line showing PXR mRNA in Leydig MLTC1 cell (Cycle of quantification
Cq=25) but not in germ cells (C18 and GC1spg).

Consistently with this expression pattern of PXR within the testis, our data showed that
neonatal exposure using PCN led to an alteration of the testosterone levels at adulthood
(Figure 5E). In contrast almost no effect was observed with the exposure to the CAR agonist
(Figure 5E), highlighting the main impact of PXR pathways on androgen homeostasis within
the testis. Consistently, in adult, similar impact that the one observed with PCN was identified
in the T-P exposed mice (Figure 5E).

These data suggest that part of the effect of PXR activation using PCN on germ cell lineage
must be through the modulation of testosterone, which is required for processes that are critical
for spermatogenesis including maintenance of the BTB, support of the completion of meiosis,
adhesion of elongated spermatids to Sertoli cells and the release of sperm.

To better decipher the role of PXR on steroidogenesis, we analyzed the impact of PCN in
10 days old mice at the end of the treatment. Data showed that exposure to PCN alone leads
to an increase of testosterone levels (Figure 5F). Consistently, the exposure of mouse Leydig
cell line (MLTC1) to PCN led to an increase of testosterone production (Supplemental Figure
S2A). The effect was very rapid for 2 hours after treatment and sustained over time up to 24

hours. Analysis showed that PCN has initially no impact on the expression of steroidogenic
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genes as illustrated with Star mMRNA accumulation (Supplemental Figure 2B), this suggested
that the effect of PCN might rely on the mobilization of cholesterol substrate for steroid
synthesis.

Interestingly, in long term in vitro experiments, it appears that the expression of some
steroidogenic genes was decreased in PCN treated cells; what might suggest classical
feedback on the expression of steroidogenic genes, as illustrated with Star mRNA
accumulation (Supplemental Figure 2B), in response to elevated testosterone levels.
Combined these data suggest that in vivo the long-term impact of PCN on testicular
steroidogenesis might be through other processes than those observed in vitro. It could be
hypothesized that in long-term timing as done in vivo (several months), a permanent inhibition
of the expression of steroidogenic genes could lead to lower testosterone production. Such
observation have been made in many context of in utero/neonatal exposure to endocrine
disrupters that lead to adulthood at decrease steroidogenic pathways and lower hormones
levels®.

Lower testosterone levels were observed in 10-dpn old and adult co-exposed mice. These
data clearly suggest that from neonatal exposure to adulthood, co-exposure to CAR and PXR
agonists led to a decrease of testosterone concentrations. The mechanisms of the interaction
between these two pathways to regulate the testicular endocrine function needs to be further

studies.

Discussion

Using in vivo and pharmacological approaches, the present study demonstrates the
involvement of CAR and PXR in the deleterious impact of xenobiotics on testicular physiology
and in turn on male fertility. Furthermore, this work clearly demonstrates for the first time that
the signaling pathways of these two nuclear receptors act in concert to mediate the deleterious
effects of xenobiotics on fertility.

We demonstrate here that, in mice, neonatal co-exposures to TCPOBOP and PCN,
respective agonists of CAR and PXR, induced enhanced abnormalities in male reproductive
function compared with the single administration of either TCPOBOP or PCN. This co-
exposure led to a decreased fertility in adult male mice. This might be the results of altered
spermatogenesis and lower sperm production compared with controls. Most interestingly,
these indicators were almost unaffected in male mice deficient for the Car gene. This suggests
that CAR plays an important role in testicular pathophysiology induced by co-exposure to
TCPOBOP and PCN. Moreover, it is important to note that both receptors are not expressed
in the same cell types within the testis. This highlights the major role of cell-cell interactions

and dialog in the response to xenobiotic exposures leading to abnormal testicular physiology.
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The present data show that CAR signaling pathways must be efficient in germ cells, where
it controls the neonatal physiology of undifferentiated germ cells sustained by lower number of
spermatogonia (PLZF+ cells). This initial alteration was propagated at adulthood as revealed
by lower number of spermatogonia, spermatocytes and spermatids in TCPOBOP and T-P
treated mice.

Interestingly, PCN had effect on germ cells (fertility and TUNEL), they were counteracted
by the lack of CAR. As PXR is not expressed in germ cells, this clearly highlight the importance
of communications between cell types, which is thus essential for establishing and maintaining
testicular structure and functions ". It is now well established that many local intra-testicular
factors are essential to ensure establishment and maintenance of germ cell lineage.

As far as PXR is concerned, PXR-induced signaling impacts the endocrine testicular
function leading to lower testosterone levels at adulthood. This suggest that the impacts of
PXR activation on germ cell homeostasis must be driven by its long-term effects on
testosterone levels. This highlights the critical need to work with integrative approaches to
define the adverse effects of substances. It is interesting to note that some effects of PXR on
Leydig steroidogenesis can be reproduced in culture cell experiments. Moreover, even if PCN
increases testosterone in neonatal mouse testis, it was surprising that co-exposure led to a
completely different phenotype with a decrease of testosterone levels. These data highlight
that prediction of the effect of environmental molecules cannot be extrapolated for alternative
experimental procedure and that in vivo experimental models are still needed to consider the
temporal and spatial impacts of EM. This conclusion is even more valuable for the endpoint
impact of EM that is fertility, which relies on the multi-cellular or multiorgan interactions. Indeed,
it appears that the alteration of Leydig cells concomitantly to alteration of germ cells are
mandatories to lead to deleterious impacts at adulthood.

Considering the problem of time scale for the development of the disease following EM
exposures, it is now well established that different life stages are associated with different
sensitivity to environmental exposures. Thus, the embryonic and neonatal life periods are the
most sensitive to external stresses. In this line, our work demonstrates that nuclear receptors
CAR and PXR are novel mediators of these precocious effects of EM and result in a long-term
effect on fertility.

The present data open clear perspectives on the studies of repro-toxic environmental
exposures as we defined new mediators that can be associated with the effects of endocrine
disruptors. This clearly suggests that next to classical pathways (ER, AR, TR, PPAR), the
authorities will have now to consider PXR and CAR for regular testing of molecules to define
whether these molecules must be considered as ED.

This work provides proof of concept that these two nuclear receptors act synergistically to

influence male fertility by targeting different mechanisms and testicular functions. The issue of
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multiple exposure is a critical point in deciphering the health impacts of EM. Indeed, although
the impacts of exposure to a single EM have been extensively studied, the consequences of
simultaneous uncontrolled exposure to multiple EMs still require further investigation. This is
especially true since, as this study suggests, we do not yet know all the mediators of the
deleterious effects of EMs.

In conclusion, this work gives original and innovative results regarding the public health
issue of pathologies induced by exposure to environmental pollutants. The present research
has scientific impact by providing an integrated understanding of the contribution of the nuclear
receptors CAR and PXR to fundamental biological processed involved in male reproduction.
Our research should have direct impacts on public health and on the field of toxicology for the
definition of toxicological reference values by risk assessment agencies on compounds that

are currently the subject of great debate.

Materials and Methods

Experimental procedures

Animals

C57BIl/6J mice were purchased from Charles River Laboratories (L'Arbresle, France) mice
were acclimated at least 2 weeks before experiments. The Car-/- mice used have been
previously described'. The mice used in this study were maintained in a C57BL/6J
background.

Mice were housed in temperature-controlled rooms with 12 hours light/dark cycles. Mice had
ad libitum access to food and water. The refinement is based on the housing and monitoring
of the animals as well as the development of protocols that consider the animal welfare. This
has been achieved by enriching the cages (cardboard tunnel and mouse houses). The mice
were housed in social groups with cage sizes that complied with the legislation according to
the number of mice. Mice were exposed from 1day-old to 10 days old to TCPOBOP (5mg/kg),
PCN (5mg/kg) or both molecules (total of 5mg/kg). Organs were harvested at several time
points after from 1 day up to 20 weeks after busulfan exposure. The number of animals per
group was defined on independent experiments to validate the reproducibility of results.

To minimize the confounders, several independent experiments were done, and groups of
animals were not sacrifice in the same order from one experiment to another. These protocols
have already been performed in adult mice where no suffering was reported in the time frame
of our experiment. However, we have performed daily monitoring of the animals in the first few
days following the injections. We have checked for signs of suffering activity disorders or

physiological changes such as altered feces, increased weight loss in response to bile acids.



Monrose et al. CAR and PXR mediates repro-toxicities of xenobiotics.

The signs observed will be abnormal weight loss or activity disorders (hypoactivity), hunched
back, sunken eyes. No case suffering signs were reported.

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 and by the
animal care committee (APAFIS#16680-2020072216408245 v1).

Fertility Test
Each male was mated at night with a female C57BI6J (Charles River) for 10 days. Mating was
monitored daily for vaginal plugging to determine if mating had occurred. After 17 days, the

mating efficiency was inspected and the number of pups per litter was counted.

Histology
The testes were collected, fixed in 4% PFA and embedded in paraffin, and 5um-thick sections

were prepared and stained with H&E.

In vivo TUNEL Analysis.

TUNEL experiments were performed, as previously described ' on 5um of testis fixed in
paraformaldehyde 4%. The results are expressed as the relative number of TUNEL positive
cells per seminiferous tubules. Vehicle groups of each genotype have been arbitrarily set at
100.

Immunohistochemistry

5um sections were mounted on positively charged glass slides (Superfrost plus),
deparaffinized, rehydrated, treated for 20 min at 93°-98°C in 0.01 M citric buffer-tween 0.1%
(pH 6), rinsed in osmosed water (2 x 5 min), and washed (2 x 5 min) in Phosphate-buffered
saline (PBS). Immunohistochemical studies were conducted according to the manufacturer's
recommendations. Slides were then counterstained with Hoechst medium (1 mg/mL) and then
mounted on PBS/glycerol (50/50). Antibodies used for Ac-H4, PLZF were previously
described® and ID4 (Santa Cruz, Sc-491).

The vehicle groups of each genotypes have been arbitrarily set at 100.

Cell line approaches.

Spermatogonial cell line C18 as used as previously described’®. Cells, cells were plated
in 6 well plates. 24 hours after plating, cells were treated for with vehicle (DMSO, 1/1,000),
TCPOBOP (1 yM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Then, cells were harvested at different time
points later, and messenger RNA (mRNA) or protein extractions were performed.

* BrdU incorporation. To define proliferation rate, cells were treated with TCPOBOP
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or DMSO for 24hours. Cells were then incubated with BrdU (10uM) for the one last hour. Then
cells were washed with PBS1X and then fixed with methanol. The detection of BrdU was
performed using primary antibody anti-Bromodeoxyuridine (11170376001, Merck) revealed
with specific Alexa488-coupled secondary antibody.

* TUNEL. For TUNEL experiments, cells were fixed with PFA 1% on 6 well plates and
then the experiments were performed as described above in the immunohistochemistry

section. The revelation of the staining was visualized by immunofluorescence.

Real-time RT-PCR

RNA from MITC1 samples was isolated using RNAzol. cDNA was synthesized from total RNA
with the MMLV and random hexamer primers (Promega, Charbonniéres-les-Bains, France).
The real-time PCR measurement of individual cDNA was performed using SYBR green dye
(Master mix Plus for SYBR Assay, Takara Bio) to measure duplex DNA formation with the
Eppendorf-Realplex system. For each experiment, standard curves were generated with pools
of cDNA from cells with different genotypes and/or treatments. The results were analyzed using
the AAct method. Primers sequences for Star, Cyp11a1, Hsd3b1, Cyp17al1 were used

previously®-2"22

Statistical Analyses

All numerical data are represented as mean + SEM. Differences between groups were
determined by ANOVA or two-way ANOVA. Multiple comparisons were made with by Dunnett
or Holm-Sidak’s test respectively for ANOVA1 and ANOVA2. Spearman correlation test was

used for analysis.
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Figure-1. Neonatal CAR and PXR activations synergically impacts male fertility.
(A) Delay to obtain vaginal plugs and percentage of efficient vaginal plugs in WT or Car'/'males neonatally exposed to
vehicle, TCPOBOP (T), PCN (P) or TCPOBOP+PCN (T-P) at 8-month-old of age bred with C57BI6J females.
(B) Percentage of sterile WT or Car'/'males neonatally exposed to vehicle, TCPOBOP (T), PCN (P) or TCPOBOP+PCN
(T-P) at 8-month-old of age.
(C) Number of fecundations, as well as the number of alive and dead pups per litter obtained from fertile WT or Car'/'males
neonatally exposed to vehicle, TCPOBOP (T), PCN (P) or TCPOBOP+PCN (T-P) at 8-month-old of age.
(D) Number of sperm count in the epididymis head of WT or Car'/'males neonatally exposed to vehicle, TCPOBOP (T),
PCN (P) or TCPOBOP+PCN (T-P) at 8-month-old of age.

In all panels, n=10 to 34 from 3 to 5 independent experiments. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis:*,

p<0.05; **, p<0.01
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Figure-2. Neonatal CAR and PXR activations alter adult testicular histology.

(A) Representative micrographs of hematoxylin/eosin-stained testes of WT or Car'/'males neonatally exposed to vehicle,
TCPOBOP (T), PCN (P) or TCPOBOP+PCN (T-P) at 8-month-old of age.
(B) (Left) Representative micrographs of testis stained for PLZF. (Right) Quantification of the number of PLZF positive cells

per seminiferous tubules in testis of WT males neonatally exposed to vehicle, TCPOBOP (T), PCN (P) or TCPOBOP+PCN (T-P)
at 8-month-old of age.

(C) (Left) Representative micrographs of testis stained for SYCP3. (Right) Quantification of the number of SYCP3 positive
seminiferous tubules in testis WT males neonatally exposed to vehicle, TCPOBOP (T), PCN (P) or TCPOBOP+PCN (T-P) at 8-
month-old of age.

(D) (Left) Representative micrographs of testis stained for acetylated histone H4 (ac-H4). (Right) Quantification of the
number of ac-H4 positive seminiferous tubules in testis WT males neonatally exposed to vehicle, TCPOBOP (T), PCN (P) or
TCPOBOP+PCN (T-P) at 8-month-old of age.

(E) (Left) Representative micrographs of testis stained for TUNEL,; (Right) Quantification of the relative number of TUNEL

positive cells for 100 seminiferous tubules of WT or Car'/'males neonatally exposed to vehicle, TCPOBOP (T), PCN (P) or

TCPOBOP+PCN (T-P) at 8-month-old of age.

In all panels, n=6. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis: *, p<0.05; **, p<0.01, ***, p<0.001.
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Figure-3. Neonatal CAR and PXR activations alter neonatal testicular histology.

(A) Representative micrographs of testis stained for ID4. (Right) Quantification of the number of 1D4 positive cells per
seminiferous tubules in testis WT males neonatally exposed to vehicle, TCPOBOP (T), PCN (P) or TCPOBOP+PCN (T-P) at

10day-postnatal.

(B) Representative micrographs of testis stained for PLZF. (Right) Quantification of the number of PLZF positive cells per
seminiferous tubules in testis WT males neonatally exposed to vehicle, TCPOBOP (T), PCN (P) or TCPOBOP+PCN (T-P) at

10day-postnatal.
(C) (Left) Representative micrographs of testis stained for TUNEL,; (Right) Quantification of the relative number of TUNEL

positive cells for 100 seminiferous tubules of WT or Car'/'males neonatally exposed to vehicle, TCPOBOP (T), PCN (P) or
TCPOBOP+PCN (T-P) at 10day-postnatal.

In all panels, n=6. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis: *, p<0.05; **, p<0.01, ***, p<0.001.

15



A

(B)

©

Monrose et al. CAR and PXR mediates repro-toxicities of xenobiotics.

Number of adherent cells

=
N
o

H

H

o}
o

Relaﬁive number
o

0C18.4 veh BC184T
BC18.4 KOveh ECI84KOT

150 TUNEL positive cells / DAPI

[ty
Q
o

—

Relative number
(9]
o

100 pm

0C18.4 veh BC184T
MmC18.4KOveh mC184KOT

BRDU positive cells /
DAPI

100 4 —=

KO not
analyzed

Relative number
Wi
(=)

100 pm

0
0C184vehmCl184 T

Figure-4. Neonatal CAR and PXR activations alter spermatogonia homeostasis.

(A)

(B)

©

Relative number of adherent WT or Car-/- (KO) cells treated with vehicle or T (10-6M) for 24h. Vehicle groups of each

genotype were arbitrarily set at 100.
Representative image of cells stained for TUNEL. Quantification of the relative number of the number of TUNEL positive

WT or Car-/- cells treated with vehicle or T (10-6M) for 24 hours. Vehicle groups of each genotype were arbitrarily set at

100.
Representative image of cells stained for BrdU. Quantification of the relative number of the number of BrdU positive WT

cells treated with vehicle or IA (10-6M) for 24 hours. Vehicle group was arbitrarily set at 100.

In all panels, n=5-26 from 2 to 5 independent experiments. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis: *, p<0.05
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Figure-5. Pxr is expressed in mouse testis and regulates testosterone homeostasis.

(A) Representative image of RT-PCR analysis of the expression of Pxr mRNA in adult liver, adult testis and 10-day-old
testis.
(B) Pxr mRNA accumulations normalized to B-actin in CD90+ cells isolated from 6 to 7 days or adult of males. n=5. The

CD90- unsorted cell group was arbitrary set at 100.

(C) Pxr mRNA accumulations normalized to B-actin in tubular and interstitial cells isolated from adult mouse testis. The
tubular cells were arbitrary set at 100.

(D) Pxr mRNA accumulations normalized to (-actin in CD90+ cells isolated from adult days of males. n=5. The CD90-
unsorted cell group was arbitrary set at 100.

(E) Relative levels of intra-testicular and plasma testosterone in WT or Car'/'males neonatally exposed to vehicle,

TCPOBOP (T), PCN (P) or TCPOBOP+PCN (T-P) at 8-month-old of age.

(F) Relative levels of intra-testicular and plasma testosterone in WT or Car'/'males neonatally exposed to vehicle,

TCPOBOP (T), PCN (P) or TCPOBOP+PCN (T-P) at 10dpn

In all panels, n=6. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis:*, p<0.05; **, p<0.01, ***, p<0.001.
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Supplemental figure 1

Adult body, liver, testis, epididymis and seminal weights of WT or Car'/'males neonatally exposed to vehicle, TCPOBOP (T), PCN

(P) or TCPOBOP+PCN (T-P) at 8-month-old of age.
n=10 to 34 from 3 to 5 independent experiments. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis: **, p<0.01, ***,
p<0.001.
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Supplemental figure 2
(A) Relative levels of medium testosterone levels in mLTC1 cells treated for 2h with vehicle or PCN (10mM).

(B) Star mMRNA accumulation normalized to B-actin i in mLTC1 cells treated for 24h with vehicle or PCN (10mM).

In all panels, n=6. Data are expressed as the means + SEM. Statistical analysis:*, p<0.05; ***, p<0.001.
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B. Discussion

L’objectif de ce travail était d’identifier I’'impact sur la physiologie testiculaire et sur la
fertilit¢ d’une double exposition néonatale a des molécules types xénobiotiques activant les

voies de signalisation CAR et PXR.

Nos résultats indiquent que 1’exposition néonatale au PCN (agoniste de PXR) seul
n’impacte que de maniére transitoire la spermatogenese, malgré une altération a long terme de
la production de testostérone. En revanche, 1’exposition néonatale au TCPOBOP (agoniste de
CAR) entraine des altérations a long terme de la spermatogenese, toutefois sans impact majeur
sur la fertilité des animaux a 1’age adulte. De maniére intéressante, les données montrent un
impact a long terme de la double exposition au TCPOBOP et au PCN sur la fertilité des souris,
associé a la fois a des altérations quantitative et qualitatives des cellules germinales. Ces
données suggerent des effets déléteres des molécules agonistes au niveau des cellules
germinales, conduisant a des altérations a long terme des capacités de reproduction. Notre étude
a permis de montrer que 1’invalidation du géne Car contrecarre les effets déléteres de la double
exposition et des simples traitements avec le TCPOBOP ou avec le PCN sur certains parametres
testiculaires, suggérant que les conséquences de I’activation de PXR sur la lignée germinale
puissent étre médiés en partie par la signalisation CAR. Cependant, de nombreuses questions
subsistent pour comprendre les impacts de ’activation néonatale des voies de signalisation
CAR et/ou PXR sur la physiologie testiculaire, et notamment pour identifier les mécanismes

moléculaires impliqués dans les activités et les interactions de ces voies au niveau testiculaire.

1. Les effets délétéres des traitements observés sur la physiologie testiculaire ont-

ils une origine testiculaire ou systémique ?

Nous avons identifié 1’expression des récepteurs CAR et PXR au niveau testiculaire.
D’aprés nos résultats, CAR est exprimé majoritairement dans la lignée germinale
indifférenciée, avec une plus faible expression dans le compartiment interstitiel. PXR semble
quant a lui exprimé dans I’espace interstitiel et dans le compartiment tubulaire, mais son
expression n’a pas été détectée au sein des cellules germinales indifférenciées. Ces données
sont soutenues par 1’identification de I’expression de ces récepteurs in vitro dans les lignées
cellulaires MLTCL1 de cellules de Leydig murines (PXR et CAR), et C18.4 de spermatogonies

indifférenciées murines (CAR). Les résultats obtenus in vitro suggerent un impact direct de :
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- Tactivation de la signalisation CAR sur les spermatogonies indifférenciées notamment
mis en avant par une diminution du nombre de cellules C18.4 adhérentes aprés le
traitement avec 1’agoniste TCPOBOP toutefois sans impact sur 1’apoptose ou la
prolifération des cellules.

- Tactivation de la signalisation PXR sur les cellules de Leydig, suggérée par une
augmentation de la production de testostérone par les cellules MLTCL.

Cependant, d’apres la littérature, CAR et PXR sont également exprimés dans d’autres
organes et notamment au niveau hépatique. Nous ne pouvons donc pas exclure que les effets
déléteres des traitements observés in vivo proviennent d’altérations systémiques conduisant in
fine a des atteintes testiculaires. En effet, il est connu que de nombreux parametres contrdlés de
maniere systémique peuvent altérer la physiologie testiculaire. Pour ne citer que cela, de
nombreux liens ont été identifiés entre les pathologies hépatiques, telle que les cholestases, et
les atteintes testiculaires (Durazzo et al. 2006), (Hofny et al. 2011). En effet, notre équipe a
notamment montré qu’a la suite d’une atteinte hépatique, les acides biliaires peuvent atteindre
le testicule, s’y accumuler et altérer la spermatogencse (Baptissart et al. 2014). Or, les
récepteurs CAR et PXR sont tous deux impliqués dans le contréle du métabolisme des acides
biliaires via la régulation de génes codants des enzymes de détoxication tels que les
cytochromes et les transporteurs d’efflux (Wagner et al. 2005). De plus, il a également été
montré que certains métabolites intermédiaires de la synthése des acides biliaires sont des

modulateurs des voies de signalisation CAR et PXR (Martinot et al. 2017).

Toutefois il faut noter que plusieurs études ont montré que 1’activation des voies de
signalisation CAR et PXR ont majoritairement des effets protecteurs contre les dommages
hépatiques (Dong et al. 2009), (Wang, Damjanov, et Wan 2010), minimisant la possibilité d’un
impact hépatique sur la fonction testiculaire dans notre étude. Dans notre étude, aucune
altération majeure de la masse relative hépatique a 1’age adulte n’a été observée a la suite des
traitements néonataux avec le TCPOBOP et/ou le PCN (cf. papier 2). Cependant, I’analyse de
I’homéostasie des acides biliaires a 10 jours et a 8 mois, notamment au niveau testiculaire,
permettrait de définir leur implication dans les atteintes testiculaires observées en réponse aux
traitements. En effet, outre la quantité d’acides biliaires, il serait fondamental d’analyser les
altérations qualitatives du pool d’acides biliaires, puisque certains acides biliaires sont associés
a I’apparition de défauts testiculaires (Baptissart et al. 2014). Les potentielles dérégulations du

métabolisme des acides biliaires pourraient étre identifiées par des méthodes de dosage
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d'immuno-absorption enzymatique (ELISA), par spectrométrie de masse et par 1’analyse en

gPCR des niveaux de transcrits de genes codant les enzymes clés de leur biosynthese.

En paralléle, travailler avec des animaux invalidés spécifiquement pour les genes Car
et/ou Pxr dans certains types cellulaires en utilisant le systéme de recombinaison Cre-Lox (afin
d’exprimer la recombinase CRE sous le controle d’un promoteur spécifique), dans la lignee
germinale (Vasa-Cre, (Gallardo et al. 2007)), dans les cellules de Leydig (Cyp1lal-Cre, (Buaas
et al. 2012)), ou dans les hépatocytes (albumine-CRE, (Weisend et al. 2009)), est fondamental

pour répondre a cette question.

Notre étude montre également une diminution des niveaux de testostérone intra-
testiculaire a 1’dge adulte chez les souris traitées avec le PCN (et avec la combinaison des
molécules agonistes). Cette altération est associée a une augmentation de 1’apoptose des cellules
germinales, qui n’a cependant pas d’impact majeur sur la production spermatique puisque nous
n’avons pas observé de diminution du nombre de spermatozoides dans le groupe PCN. 1l reste
cependant intéressant d’établir les mécanismes par lesquelles la signalisation PXR controle les
taux de testostérone. L’analyse de I’impact du PCN chez les animaux spécifiquement invalidés
pour le gene Pxr dans les cellules de Leydig (Cypllal-Cre), couplés a des approches
approfondies sur des lignées cellulaires telle que les MLTCL et sur des cultures primaires de
cellules Leydig permettrait de mieux comprendre les roles de PXR dans le contrble de la

stéroidogeneése.

L’analyse de I’ensemble des modéles décrits est nécessaire afin de définir si les
altérations observées sont médiées spécifiquement au niveau testiculaire par les modulations

néonatales des voies de signalisation CAR et/ou PXR.

2. Par quel(s) mécanisme(s) les modulations des voies de signalisation
CAR et PXR peuvent-elles agir sur I’homéostasie de la lignée
germinale et avoir pour certains parametres des effets deléteres
additifs ou synergiques ?
De maniére intéressante, notre étude montre que les effets les plus délétéres observés sont
causés par la double exposition aux molécules TCPOBOP et PCN, qui entraine une
augmentation du nombre de méles stériles, une diminution du nombre de spermatozoides et une

augmentation de la mort in utero des petits. Ces données suggérent que la co-exposition pourrait

altérer de maniére additive la production quantitative et qualitative de la lignée germinale. De
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plus, ces résultats indiquent également une potentielle interaction entre les voies de
signalisation CAR et PXR, bien que les génes codant les récepteurs semblent exprimés dans

des types cellulaires différents.

Le récepteur PXR, exprimé notamment dans les cellules de Leydig, serait majoritairement
impliqué dans le contréle du processus de la stéroidogenése puisqu’une tendance a
I’augmentation des niveaux de testostérone est rapidement observée a la suite de son activation
par le PCN, 10 jours aprés le traitement, puis une inhibition de la stéroidogenese est observee
chez les souris de 8 mois. De maniére intéressante, une augmentation des taux de testostérone
est également observée, en culture cellulaire, en réponse au traitement PCN dans la lignée
murine de Leydig MLTCL. 1l faut noter que cette tendance a I’augmentation des niveaux de
testostérone n’est pas associée a un impact sur I’expression des génes codant les enzymes de la
stéroidogenése, ce qui pourrait suggerer une augmentation de la mobilisation du cholestérol,
précurseur des hormones stéroides. De plus, lors de traitements plus longs des MLTC1 au PCN,
une diminution de I’expression de certains génes codant des enzymes de la stéroidogenése a été
observeée, suggérant une boucle classique de rétrocontrole négatif sur ces génes, en réponse a
I’augmentation des niveaux de testostérone. Cette hypothése est appuyée par les données
obtenus in vivo puisque 1’analyse des niveaux de testostérone a 10 jours postnataux révéle une
augmentation chez les souris traitées avec le PCN ; tendance qui n’est cependant pas retrouvée
chez les souris de 10 jours traitées avec le TCPOBOP et le PCN. En effet, la co-activation des
voies de signalisation CAR et PXR entraine de maniere surprenante une tendance a la
diminution des taux de testostérone intra-testiculaire. Ces différences révelent que le récepteur
CAR, également exprimé dans les cellules de Leydig, pourrait aussi étre impliqué dans la
régulation de la synthése de testostérone, méme si le traitement néonatal au TCPOBOP seul n’a
pas d’impact majeur sur les taux de testostérone. Il semble que I’activation de la voie CAR
inhibe complétement I’impact initial du PCN sur la stéroidogenese, et que I’activation combinée
des voies CAR et PXR conduit a un impact délétere synergique sur la production de
testostérone. Nous envisageons pour expliquer ces données que I’interaction entre les voies de
signalisation CAR et PXR modifie la disponibilité des co-activateurs de PXR (notamment de
SRC1 qui est un coactivateur commun de CAR et de PXR), ou bien la disponibilité de leur
partenaire commun d’hétérodimérisation le récepteur RXR, ou encore que I’activation de la
voie CAR antagonise I’activité de PXR. Une étude récente appuie cette derniére hypothese
puisqu’il a ét¢ montré in vitro dans des cellules rénales que CAR et PXR interagissent

directement entre eux, entrainant une inhibition mutuelle de leur signalisation (Bwayi et al.
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2022). Ces données rendent toutefois plus complexe la compréhension de I’impact de la co-

activation des voies de signalisation CAR et PXR sur la production de testostérone testiculaire.

De plus, a I’age adulte, les souris traitées de manicre néonatale avec le PCN ou avec les 2
molécules agonistes présentent une diminution des taux de testostérone intra-testiculaire. Ces
données suggerent que dans le contexte de I’activation de la voie de signalisation PXR seule,
celle-ci pourrait entrainer initialement une augmentation de la synthese de testostérone
(potentiellement par la mobilisation accrue du cholestérol) dans les cellules de Leydig.
L’augmentation initiale des niveaux de testostérone a la suite du traitement PCN pourrait
entrainer un rétrocontréle négatif au niveau hypothalamique/hypophysaire ou localement via la
signalisation AR, conduisant in fine & une diminution du taux de testostérone intra-testiculaire.
Les mécanismes sont sans doute différents dans le contexte de la double exposition. En effet,
la co-activation des voies CAR et PXR conduit a 10 jours postnataux a une diminution de la
stéroidogenése qui est maintenue a 1’age adulte ; il est donc possible que les traitements
combinés entrainent une inhibition permanente de I’expression de genes de la stéroidogencse.
De telles observations ont déja été faites dans un contexte d’exposition périnatale aux PEs,
réduisant la stéroidogenese et les niveaux hormonaux (Carbone et al. 2013). Cela souléve la
question de I’importance de cette diminution des taux de testostérone dans le contexte de la
double exposition, puisque comme présenté dans 1’introduction, le niveau de testostérone intra-
testiculaire est un facteur critique au développement des cellules germinales puisqu’elle est
impliquée notamment dans le maintien de la barriére hémato-testiculaire, la méiose, I’adhésion

des spermatides avec les cellules de Sertoli et le relargage des spermatozoides.

D’apres nos données, CAR qui est aussi exprimé dans les spermatogonies indifférenciées,
régulerait en partie leur homéostasie. Nos résultats générés in vivo montrent en effet une
diminution du nombre de cellules germinales sur le long terme conduisant in fine a une
diminution de la production spermatique (sans impact sur la fertilité) en réponse au traitement
par le TCPOBOP. Ces altérations de la spermatogenése sont associées a une augmentation
transitoire (a 10 jours) de I’apoptose des cellules germinales. Toutefois, si les analyses in vitro
réalisées au sein de la lignée germinale C18.4 révelent une diminution du nombre de cellules
adhérentes en réponse au TCPOBOP, nos données n’indiquent pas d’impact du TCPOBOP sur
le processus apoptotique, ou encore sur la prolifération cellulaire. Il est donc possible que
’activation de la signalisation CAR active un autre programme de mort cellulaire programmée
tel que I’autophagie. Les roles de CAR dans I’autophagie n’ont pas encore été beaucoup étudiés,

cependant une étude a démontré que le traitement avec le TCPOBOP chez la souris entraine
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une augmentation de 1’autophagie au niveau hépatique (H. Yang et al. 2016). Il serait donc
intéressant d’analyser in vivo et in vitro, 1’abondance de la protéine LC3/ MAP1BLC3
(Microtubule associated protein 1 light chain 3 alpha), témoin souvent utilisé pour détecter la
formation des autophagosomes. Cependant, I’augmentation du nombre de cellules germinales
apoptotiques observées in vivo a 10 jours restent inexpliquées. Il est possible que I’activation
de CAR entraine d’une part la mort cellulaire par autophagie de certaines cellules germinales
indifférenciées, et d’autre part I’altération de leur homéostasie qui serait délétére pour certaines
dans des stades plus tardifs de la spermatogenése. 1l faut noter que visuellement, la localisation
des cellules apoptotiques observées dans les tubes séminiféres des souris de 10 jours pourraient
correspondre a des spermatogonies différenciées et/ou a des spermatocytes.

Nos résultats indiquent également que PXR pourrait étre impliqué dans le contrdle de la
mort cellulaire, puisque 10 jours et 8 mois apres le traitement PCN seul, les souris présentent
un plus grand nombre de cellules germinales apoptotiques. L’augmentation de la mort des
cellules germinales a également été identifiée a la suite de la co-activation de CAR et de PXR
chez les souris de 10 jours et de 8 mois, appuyant 1’hypothése de leur implication dans les
processus de mort cellulaire. Il faut noter que si une augmentation du nombre de cellules
germinales apoptotiques est observée in vivo apres la co-activation des voies CAR et PXR, nous
n’avons pas observé d’additivité de I’effet des molécules PCN et TCPOBOP. Ces données
suggeérent une potentielle convergence des voies CAR et PXR concernant le processus

apoptotique des cellules germinales.

Seuls, les traitements TCPOBOP ou PCN n’ont pas d’impact a long terme sur la fertilité
des animaux. Cependant si 1’activation néonatale de PXR n’altéere pas la production
spermatique, une diminution d’environ 20% du nombre de spermatozoides est observée a la
suite de I’activation néonatale de CAR. Une des hypothéses envisageables pour expliquer
I’impact additif de I’exposition combinée sur la fertilité serait que la co-activation entraine,
d’une part ’augmentation de 1’autophagie des spermatogonies indifférenciées ainsi que
I’apoptose des cellules germinales plus différenciées (qui serait principalement médiée par
I’activation de CAR par le TCPOBOP) ; et d’autre part une diminution permanente de la
synthese de testostérone, altérant I’homéostasie des cellules germinales et in fine la qualité des
spermatozoides. Les données obtenues in vivo suggérent que les deux récepteurs participeraient
a la régulation de la synthese de testostérone et au contréle de la mort programmeée des cellules

germinales. La combinaison des altérations provoquées par 1’activation des 2 voies impacterait
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donc de maniere irréversible I’homéostasie des cellules germinales et expliquerait I’altération

a long terme de la fertilité des animaux doublement exposés.

Les traitements TCPOBOP ou PCN entraineraient des conséquences minimes sur la
physiologie testiculaire, alors que la combinaison de leurs altérations aurait un impact a long
terme sur la production quantitative et qualitative des spermatozoides et donc sur la fertilité,
témoignant de I’effet cocktail des molécules. Des études ont déja démontré des différences dans
les conséquences d’une exposition simple a un xénobiotique comparée a une exposition
combinée a des xénobiotiques (Gaudriault et al. 2017), (Bufiay et al. 2018), (Sedes et al. 2018),
affectant de maniere différentielle les taux de testostérone, I’apoptose des cellules germinales
et la fertilité des animaux. De maniere intéressante, il a été démontré chez la souris que le
TCPOBORP entraine une augmentation de la prolifération des hépatocytes alors que le PCN n’a
pas d’effet a ce niveau. Cependant, la double exposition au TCPOBOP et au PCN accentue
fortement la prolifération des hépatocytes. Si les mécanismes moléculaires impliqués n’ont pas
été identifié, cette étude renforce 1’hypothése d’une potentielle additivité des impacts des
activations des voies de signalisation CAR et PXR (Shizu et al. 2013). De plus, une autre étude
a montré que I’expression du géne Collagen 3A est augmentée chez les souris invalidés pour le
gene Car ou pour le géne Pxr ayant subies une ligation du canal biliaire, alors que chez les
animaux doublement invalidés pour les genes Car et Pxr, I’expression de ce méme géne est
diminuée (Stedman et al. 2005). L’ensemble de ces études suggérent donc une interaction et

une régulation complexe intervenant a travers les voies de signalisation CAR et PXR.

Dans 1’état actuel d’avancement de nos recherches, nous ne pouvons cependant pas exclure
que les traitements TCPOBOP et/ou PCN alterent d’autres paramétres. En effet, les récepteurs
CAR et PXR tous deux exprimés dans les cellules de Leydig, pourraient par exemple impacter
la production, dans ces cellules, des protéines IGF1 et CSF1 qui sont essentielles a
I’homéostasie des cellules germinales indifférenciées, comme présenté dans I’introduction. De
méme, comme présenté dans la partie 1 de cette discussion, I’activation des voies CAR et/ou

PXR pourraient altérer des parameétres systémiques altérant in fine la physiologie du testicule.

Pour mieux comprendre les impacts des traitements au TCPOBOP et/ou au PCN, il est
essentiel de poursuivre les expérimentations sur les cellules de Leydig et sur les
spermatogonies, afin de comprendre les consequences moléculaires des expositions. Pour cela,
il faudrait in vitro réaliser des analyses en gPCR des niveaux de transcrits de genes, et en

western blot des niveaux de protéines essentielles a I’homéostasie des spermatogonies (tels que
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ID4 ou GDNF par exemple, cf. introduction page 18). De plus, il est fondamental de poursuivre
les analyses des conséquences du traitement PCN seul et de la co-exposition chez les souris
invalidées pour le géne Car, afin d’identifier ’ensemble des paramétres qui seraient médiés par
la signalisation CAR en réponse a la molécule PCN. Etant donné I’apparente complexité des
interactions entre les voies de signalisation CAR et PXR, il faudrait également réaliser in vivo
des analyses de single-cell RNAseq, en réponse aux différents traitements. De plus, il serait
intéressant de réaliser des expériences de co-culture, dans lesquelles les cellules germinales
indifférenciées ou les cellules de Leydig seraient exposees aux molécules seules ou aux co-
traitements. Ces expériences nous permettraient notamment de mieux comprendre 1I’impact de
I’activation de la voie de signalisation PXR dans les cellules de Leydig sur I’homéostasie des

cellules germinales.

Enfin, il faut également noter que les effets déléteres de cette double exposition ont été
observés a la suite de la co-activation néonatale des voies de signalisation CAR et PXR. Il serait

donc intéressant d’étudier I’impact de la co-activation de ces voies a 1’dge adulte chez la souris.

3. Comment la signalisation CAR pourrait-elle médier certains effets

déléteres de la signalisation PXR ?

Nos résultats ont montré que I’invalidation du géne Car suffit a contrecarrer 1I’ensemble des
effets délétéres observés de la double exposition au PCN et au TCPOBOP sur la fertilité des
souris. L’invalidation du géne Car permet également d’inhiber les impacts néonataux du

TCPOBOP ainsi que ceux du PCN sur I’apoptose des cellules germinales.

A la suite de ces observations surprenantes, une des premiéres interrogations concerne la
spécificité des ligands. Si d’apreés la littérature, PCN est un ligand spécifique de PXR dans les
hépatocytes (Kliewer et al. 1998), les protéines CAR et PXR sont également présentées comme
des récepteurs ayant une grande plasticité pour leurs ligands. Il serait donc intéressant d’étudier
I’impact de la molécule PCN sur la signalisation CAR dans d’autres lignées cellulaires que les
hépatocytes, telles que les C18.4 et les MLTCI. Pour cela, il est possible d’utiliser un geéne
rapporteur de la luciférase sous le contrdle du promoteur de genes cibles de CAR tels que
Cyp2b10, et/ou de réaliser des experiences de gels retards et d’immunoprécipitations de la
chromatine (ChIPs) afin d’étudier I’activité et la localisation de la protéine CAR en réponse au
PCN.
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Cependant si I’on considére la spécificité¢ de nos ligands, démontrée depuis plusieurs
décennies, nos données suggérent une interaction entre les voies de signalisation CAR et PXR.
En effet, il semble que 1’activation néonatale de la voie de signalisation PXR par le traitement
PCN nécessite la signalisation CAR pour médier ces effets déléteres sur les cellules germinales
et sur la fonction de reproduction. Nous ne pouvons pas exclure que PXR pourrait controler
I’expression du gene Car, méme si de telles données n’ont pas été démontrées a I’heure actuelle
dans la littérature. Dans ce cas de figure, I’activation de la voie de signalisation PXR par le
PCN chez les souris sauvages, modulerait indirectement la signalisation CAR, dans les cellules
de Leydig ou via des dialogues entre types cellulaires testiculaires (puisque PXR n’est pas
exprimé¢ dans la lignée germinale), ce qui aurait un impact sur ’homéostasie des
spermatogonies. En absence du gene Car, la molécule PCN activerait la signalisation PXR, ce
qui n’aurait cependant plus ou peu d’impact au niveau testiculaire. Cette hypothése inclut des
interactions potentielles entre les protéines CAR et PXR, des modifications de I’équilibre de
partage des co-facteurs de CAR et de PXR, ainsi que I’interaction avec leur partenaire commun
d’hétérodimérisation RXR, comme décrit dans la partie précédente. Il faut noter cependant, que
I’augmentation de la masse du foie observée a 10 jours chez les souris sauvages traitées avec le
PCN est également retrouvée chez les animaux invalidés pour Car ayant subi le méme
traitement, validant 1’efficacité de la molécule PCN. La signalisation CAR médierait donc les

effets du traitement PCN uniquement au niveau testiculaire.

La encore, I’exposition de co-culture de cellules germinales et de cellules de Leydig aux
différents traitements, combinée a 1’invalidation spécifique du gene Car ou de Pxr dans 1’un ou
I’autres des types cellulaires est fondamentale pour comprendre comment CAR peut médier les
impacts de I’activation de PXR sur la lignée germinale. De plus, des expériences de co-
immunoprécipitations notamment dans la lignée cellulaire MLTCL en réponse au traitement
nous permettrait d’étudier une potentielle interaction directe de CAR et de PXR, mais
¢galement d’étudier les interactions des co-facteurs avec les récepteurs. De plus, I’inactivation
pharmacologique de la voie CAR chez les souris par ['utilisation de 1’agoniste inverse
androstanol, en paralléle du traitement PCN, permettrait d’étudier si les effets déléteres du PCN

nécessite réellement 1’activation de la signalisation CAR.
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4. Comment expliquer le maintien a long terme d’altérations causées

par un co-traitement transitoire et néonatale ?

Nos données montrent que la co-activation néonatale des voies de signalisation CAR et
PXR chez la souris entraine a 1’dge adulte une altération de la fertilité. Il est connu que la période
néonatale est une fenétre développementale particuliérement sensible a 1’exposition des
xénobiotiques. Nos données suggérent que 1’activation néonatale de la signalisation CAR
impacte initialement 1’homéostasie des spermatogonies indifférenciées, et que I’activation
néonatale de la signalisation PXR altére notamment la production de testostérone dans les
cellules de Leydig. A I’dge adulte, les souris exposées aux 2 traitements présentent une
altération de la quantité et de la qualité spermatique, associée a une altération a long terme de
la synthése de testostérone et de la mort cellulaire des cellules germinales.

Il a été démontré chez la souris, que les expositions néonatales au TCPOBOP ou au PCN
entrainent des altérations a long terme. Cela pose la question de I’implication des modulations

de marques épigénétiques comme discuter dans la partie DISCUSSION GENERALE.

Pour explorer cette hypothése, il est fondamental d’étudier I’impact des traitements sur
la mise en place des marques épigénétiques dans les régions régulatrices impliquées dans
I’expression de génes de la stéroidogenése, ou encore de génes impliqués dans le controle de la
mort programmeée des cellules germinales. Il est également essentiel d’identifier les causes des
altérations de la qualité spermatique (suggérée par 1’augmentation de la mort in utero des petits

a la suite de la double exposition et du traitement avec le PCN chez les souris males).

5. Données extrapolables a ’homme ?

Finalement, notre étude a montré que la double activation néonatale des signalisations
CAR et PXR chez la souris peut altérer la production quantitative et qualitative des cellules
germinales et conduire a I’infertilité a ’age adulte. Ces résultats novateurs démontrent les roles
de CAR et de PXR dans la physiologie et les pathophysiologies testiculaires. De plus, il serait
intéressant de comparer les effets des expositions au cours de différentes périodes (néonatale
versus adulte) et/ou de différentes durées (aigue versus chronique) sur la fonction testiculaire

et sur les parameétres dérégulés dans notre étude.

Cependant, d’autres questions persistent, et notamment la possibilité¢ d’extrapoler ces
résultats a I’Homme. Les récepteurs CAR et PXR sont tous deux exprimés dans le testicule

humain, suggérant que la double activation de leurs voies de signalisation, notamment pendant
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la période néonatale, pourrait également avoir des impacts délétéres sur les fonctions de
reproduction chez I’homme. Il serait donc intéressant d’étudier les impacts moléculaires des
traitements PCN et/ou TCPOBOP sur des lignées cellulaires humaines de spermatogonies, de
cellules de Leydig, de coculture de ces lignées, voire sur des cultures d’explants testiculaires
humains (Gaudriault et al. 2017), (Sedes et al. 2018). Il est également possible gréce a la
transgenese de travailler avec des animaux invalidés pour les genes murins Car et Pxr et
d’exprimer a la place les formes humaines de ces génes. Ces données permettraient
d’approfondir I’¢tude de I’impact de 1’activation des voies de signalisation CAR et PXR sur la

physiologie testiculaire.

Nos résultats sont donc pertinents notamment dans un contexte d’expositions
environnementales, puisque des études ont rapporté les effets délétéres de 1’exposition a des
xénobiotiques sur la fertilité et qu’un grand nombre de ces molécules sont activatrices des voies
de signalisation CAR et PXR. Par ailleurs, nos résultats devraient alerter les organismes
décisionnaires qui contrélent la mise sur le marché de nouveaux xénobiotiques. En effet, si les
impacts déléteres sur la santé de certaines classes de molécules chimiques telles que les PE sont
souvent étudiés, il est nécessaire de prendre conscience que de nombreuses autres voies de
signalisation peuvent étre altérées par les molécules chimiques environnementales. Comme
présenté dans notre étude, I’exposition néonatale a des molécules type xénobiotique (telle que
le TCPOBORP et le PCN) altere les signalisations des voies CAR et PXR, altérant in fine la

fertilité des animaux.
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Discussion generale
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Discussion générale

L’objectif général de notre étude était d’étudier I’impact testiculaire d’une exposition
néonatale a un ou plusieurs modulateurs des signalisations CAR et/ou PXR, mimant les effets
de perturbateurs environnementaux. Les recepteurs CAR et PXR sont des récepteurs de
xénobiotiques dont les activités sont déja bien décrites dans le foie mais leurs réles dans la

physiologie et les physiopathologies testiculaires restent a identifier.

Pour étudier les rdles de ces récepteurs au niveau du testicule nous avons exposé des
souris sauvages ou invalidées pour le géne Car (Car-/-) chaque jour pendant les 10 premiers
jours de leur vie a I’un des traitements suivants :

- I’agoniste spécifique de la forme murine de CAR (mCAR), le TCPOBOP (1,4-Bis-[2-
(3,5-dichloropyridyloxy)]benzene), une molécule retrouvée dans la composition de certains
pesticides (Tzameli et al. 2000).

- I’agoniste spécifique de la forme murine de PXR (mPXR), le PCN (Pregnenolone-
16alpha-carbonitrile), un stéroide synthétique qui peut avoir une activité de perturbateur
endocrinien (Kliewer et al. 1998).

- la combinaison des agonistes de MCAR et de mPXR (TCPOBOP et PCN).

- I’agoniste inverse spécifique de mCAR, I’androstanol (5alpha-Androstan-3beta-ol),
un stéroide naturel ayant une activité inhibitrice sur la signalisation CAR.

Nous avons analysé la fertilité des animaux a I’dge de 8 mois, et étudié I’impact des
traitements sur des paramétres physiologiques, histologiques et moléculaires a 5 jours, 10 jours
et a 8 mois pour apprehender les roles de CAR et de PXR dans la physiologie testiculaire. Pour
compléter ces résultats, des données in vitro ont également été générées sur une lignée murine
de spermatogonies indifférenciées (C18.4) ou sur une lignée murine de cellules de Leydig
(MLTC1).

Notre étude apporte des données novatrices quant a I’implication de CAR et de PXR
dans les physiopathologies testiculaires, mais souléve également de nombreuses questions dont

les plus importantes seront discutées dans cette derniére partie.
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A. Quelle(s) implication(s) de la signalisation systémique dans notre étude ?

C’est une question majeure dans notre étude, puisque 1’expression des génes Car et Pxr
a ¢té détectée chez le rongeur dans de nombreux organes tels que le foie, I’intestin, les reins,

les poumons et le cerveau.

D’aprés nos données, au niveau testiculaire le récepteur CAR est majoritairement
exprimé dans la lignée germinale indifférenciée (les spermatogonies), mais nous avons
¢galement détecté son expression au sein de I’espace interstitiel, suggérant un réle potentiel
dans les cellules de Leydig. In vitro, nous avons détecté 1’expression du géne Car dans la lignée
germinale C18.4 ainsi que dans la lignée MLTC1 de cellules de Leydig, appuyant les données
obtenues in vivo. De plus, des expériences de tri cellulaire de spermatogonies ont permis de
confirmer I’enrichissement du récepteur CAR au sein des cellules germinales indifférenciées.
Le récepteur PXR est également exprimé au niveau testiculaire dans 1’espace interstitiel ainsi
que dans le compartiment tubulaire, mais son expression n’a pas été détectée dans la lignée
germinale indifférenciée. In vitro, nous avons détecté son expression uniqguement dans les
MLTCL1.

Les résultats obtenus in vivo suggérent des dérégulations de I’homéostasie des
spermatogonies a la suite des traitements avec 1’androstanol, le TCPOBOP et/ou le PCN (dont
certaines sont médiées spécifiquement par CAR comme démontré par 1’utilisation de souris
invalidées pour le gene Car). De plus, les résultats obtenus in vitro montrent des impacts directs
des modulations de la signalisation CAR sur les C18.4 (médiés spécifiquement par CAR
comme démontré par I’utilisation de cellules rendues déficientes pour le gene Car grace a
I’approche CRISPR/Cas9), ainsi que des impacts directs de I’activation de la signalisation PXR
sur les MLTC1. Cependant, nous ne pouvons pas exclure dans 1’état actuel d’avancement de
nos recherches que les conséquences testiculaires observées chez les animaux puissent étre
médiées par des altérations systémiques. En effet, Car et Pxr sont exprimés dans de nombreux
organes, et leurs réles sont multiples ; ils interviennent notamment dans le métabolisme de
molécules endobiotiques (tels que les acides biliaires) et de molécules xénobiotiques (tels que
certains pesticides, médicaments...), ainsi que dans la régulation des metabolismes lipidiques
et glucidiques. Or, il est connu que des modifications physiologiques au niveau de certains

organes, outre le testicule, peuvent altérer la physiologie testiculaire.
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6. L’impact hépatique des acides biliaires sur la physiologie

testiculaire

Notre équipe a identifié en 2014 des liens entre pathologies hépatiques (cholestases) et
atteintes testiculaires (Baptissart et al. 2014). L’augmentation des niveaux d’acides biliaires
provoquée chez les souris males par un régime riche en acide cholique conduit a des atteintes
testiculaires et & une hypofertilité, médiees par le récepteur membranaire des acides biliaires
TGRS5. Or, des liens entre les signalisations CAR, PXR et le métabolisme hépatique des acides
biliaires ont déja éte etablis. En effet, les récepteurs CAR et PXR régulent I’expression de génes
codant des enzymes de détoxication qui facilite I’excrétion de certains acides biliaires, tel que
I’acide lithocholique dont 1’abondance est corrélée a la survenue de choléstase (Li et al. 2012).
Les modulations néonatales des voies de signalisation CAR et PXR pourraient donc avoir un
impact hépatique sur le métabolisme des acides biliaires qui pourraient in fine médier des

altérations de la physiologie testiculaire.

Généralement, les activations des voies de signalisation CAR ou PXR ont des effets
plutot protecteurs sur le foie. Dans notre étude, I’analyse de la masse relative du foie des souris
de 8 mois traitées en période néonatale avec le TCPOBOP et/ou le PCN n’indique pas
d’altérations majeures de la physiologie hépatique. Ces données préliminaires associées aux
données disponibles dans la littérature suggerent qu’il y aurait un risque minime d’atteintes
hépatiques dans ces modeles. Nous avons également travaillé avec une molécule inhibitrice de
la signalisation CAR, I’androstanol. A 8 mois, les souris traitées avec 1’androstanol en période
néonatale ne présentent pas non plus de modifications de la masse du foie, suggérant également
un impact hépatique minime du traitement avec 1’androstanol. Cependant, les conséquences de
I’inhibition de la signalisation CAR sur le foie n’ont pas encore été clairement identifiés dans

la littérature.

En revanche, les impacts hépatiques de I’invalidation des génes Car ou Pxr ont été
identifiés. L’invalidation des genes Pxr (Pxr-/-) ou Car (Car-/-) chez la souris entraine une
hépatomégalie associée a des altérations la physiologie hépatique (Spruiell et al. 2014),
(Lukowicz et al. 2019). Une étude a montré que les souris Car-/- présentent a la fois une
diminution globale de la concentration plasmatique d’acides biliaires et une augmentation
spécifique de la concentration plasmatique de certains acides biliaires tels que les acides
désoxycholique et muricholique (Lickteig et al. 2019). Toutefois, dans ces différentes études,

la fertilité des animaux ne semble pas avoir été analysée.
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Dans notre étude, nous ne pouvons pas exclure la possibilité que les traitements (ou
I’invalidation du géne Car) altérent 1’expression hépatique de génes codant des enzymes de
détoxication, ce qui pourrait modifier la taille ou la composition du pool d’acides biliaires
(hépatiques, plasmatiques et/ou testiculaires) et ainsi conduire a des atteintes testiculaires. Il
nous faudra donc réaliser une analyse des phénotypes histologique et moléculaires au niveau
hépatique pour évaluer la part relative du foie dans les altérations de la fertilité induite par les
molécules utilisées dans nos études. Ainsi, des analyses permettant d’identifier de potentielles
altérations du métabolisme et de la composition du pool des acides biliaires sont donc
nécessaires pour répondre a cette question. Plusieurs stratégies s’offrent a nous : le dosage des
acides biliaires par des méthodes d'immuno-absorption enzymatique (ELISA), I’analyse par
spectrométrie de masse du pool d’acides biliaires et 1’analyse en qPCR des niveaux de transcrits

de genes codant les enzymes clés de leur biosynthése.

7. D’autres impacts systémiques envisagés sur la physiologie

testiculaire

Les récepteurs CAR et PXR sont exprimés au niveau hépatique. Comme rappelé
plusieurs fois au cours de cette étude, ils sont tous les deux impliqués dans la régulation de
nombreux génes. Etant donné la diversité de leurs réles et la spécificité de leurs fonctions selon
le tissu étudié, il est probable qu’ils puissent intervenir a différentes étapes de la régulation de
nombreux genes, au niveau de la régulation transcriptionnelle ou post-traductionnelle, ce qui
pourrait entrainer des conséquences déléteres au niveau testiculaire. Les hypotheses ci-dessous
ont été envisagées puisque les modulations des signalisations par les molécules utilisées sont
corrélées a des altérations de la production de testostérone plasmatique voire intra-testiculaire,
suggeérant une régulation complexe exercée par les deux récepteurs (cf. B.). Cependant, les
résultats que nous avons obtenus avec I’androstanol suggerent que les effets observés sur les
niveaux de testostérone ne sont pas dépendants de la signalisation CAR. En effet, les
modulations des taux de testostérone induites par I’Al sont également observées chez les
animaux Car-/- traités avec les différentes molécules. Ainsi, il reste important de commenter
ces données pour I’Al méme si elles sortent du champ d’action du récepteur Car. Pour le
traitement avec le PCN ainsi que pour le co-traitement avec le PCN et le TCPOBOP il nous

faudra réaliser les expériences sur des souris invalidées pour le géne Pxr.

Il est possible que I’exposition a I’Al ou au PCN affectent la régulation de IGF1 au

niveau hépatique, un facteur de croissance intervenant dans la régulation de la stéroidogenése,
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indispensable au développement de la gonade méle et au maintien de la spermatogenése
(Griffeth, Bianda, et Nef 2014). Une étude a notamment suggéré que PXR pourrait réguler de
maniere post-transcriptionnelle 1’expression du géne Igfl (Wang 2021). La modulation de la
signalisation PXR pourrait donc entrainer la dégradation de I’ARN messager du géne Igfl et
altérer la synthese de testostérone. Cependant cette hypothese est peu probable puisque
I’activation de PXR par le PCN entraine initialement une augmentation de la synthése de
testostérone intra-testiculaire (a 10 jours et dans la lignée de cellules de Leydig MLTC1).
Toutefois il reste intéressant d’analyser par qPCR et par western blot 1’expression hépatique du

gene Igfl a la suite des différents traitements.

La sécrétion d’adipokines produites par le tissu adipeux peut également impacter la
stéroidogenése et donc les capacités de reproduction (Barbagallo et al. 2021). La leptine serait
notamment impliquée dans la diminution des niveaux de testostérone chez les personnes en
surpoids (Khodamoradi et al. 2022). Des données de la littérature suggérent que les
signalisations CAR et PXR interviennent dans la production de certaines adipokines
(Masuyama et Hiramatsu 2012), (Spruiell et al. 2014), ce qui pourrait étre en lien avec les
modulations des niveaux de testostérone observées dans notre étude. Le dosage hormonal par
ELISA des niveaux de leptine serait notamment intéressant pour analyser le lien potentiel entre

les modifications des niveaux de testostérone et la production d’adipokines dans nos mod¢les.

Les gonadotrophines dont la production est controlée au niveau cérébral jouent un role
central majeur dans la régulation des fonctions testiculaires, notamment via la régulation de la
stéroidogenése. A ce jour aucun lien n’a été observé entre CAR, PXR et les sécrétions de
gonadotrophines. Cependant, des études ont montré que Car est exprimé au sein de I’hypophyse
et que l’activation de CAR au niveau cérébral peut avoir des conséquences au niveau
périphérique notamment hépatique (Bernal-Mizrachi et al. 2003), (J. Gao et al. 2009). Les
modulations néonatales des signalisations CAR et/ou PXR pourraient ainsi altérer les sécrétions
de LH et/ou de FSH au niveau hypophysaire ce qui impacterait la stéroidogenese et la
physiologie du testicule. Le dosage hormonal par ELISA des niveaux de LH et de FSH
plasmatiques nous permettrait donc d’étudier les impacts systémiques des différents

traitements.

En parallele de toutes les analyses citées dans cette partie A., il est essentiel d’étudier
I’impact des différents traitements sur des animaux invalidés spécifiquement pour les genes

Car et/ou Pxr dans la lignée germinale (Vasa-Cre), dans les cellules de Leydig (Cypllal-Cre),
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ou encore dans les hépatocytes (albumine-CRE). Aussi, des approches approfondies sur des
lignées cellulaires (les MLTCL et les C18.4 et la coculture de ces lignées) ainsi que sur des
cultures primaires de cellules Leydig ou de spermatogonies sont également fondamentales pour
répondre a cette question. L’analyse de 1’ensemble des modéles décrits est donc nécessaire afin
de définir si les altérations observees sont médiées spécifiquement au niveau testiculaire par les

modulations néonatales des voies de signalisation CAR et/ou PXR.

B. Quels sont les roles des signalisations CAR et PXR au niveau testiculaire ?

8. L’impact de I’inhibition de la signalisation CAR sur les cellules germinales

indifférenciées

Nos données montrent que 1’inhibition néonatale de la signalisation CAR entraine une
hypofertilité chez les souris adultes de 8 mois, associée a une altération de la qualité
spermatique. Le traitement avec 1’androstanol a été réalisé de maniére transitoire entre les jours
postnataux P1 et P10. A ce stade, il n’y a pas encore de spermatozoides ce qui suggere que
I’inhibition de la signalisation CAR pourrait notamment impacter initialement 1’homéostasie
des cellules germinales indifférenciées. L’analyse histologique des testicules issus des souris
en période néonatale montre en effet une diminution du nombre de spermatogonies
indifférenciées, associée a une altération de leur localisation puisque certaines sont présentes
au centre des tubes séminiferes. Si les précurseurs des spermatogonies (les gonocytes) se
trouvent initialement au centre des tubes séminiferes, ils commencent normalement a se
différencier et a migrer en periphérie entre les jours postnataux P3 et P5 : on parle alors de la
transition des gonocytes en spermatogonies. Les résultats observés chez les jeunes souris

suggerent une altération de cette transition a la suite du traitement avec 1’androstanol.

Plusieurs études ont démontré que la protéine FOXO1, et notamment sa localisation
subcellulaire, est impliquée dans la régulation de la différenciation des gonocytes en
spermatogonies (Goertz et al. 2011), (Pui et Saga 2017) et de maniere générale dans le contrdle
de multiples étapes de la spermatogenese. Pour mieux identifier les causes des altérations
observeées, nous avons analysé I’impact de I’androstanol sur la protéine FOXO1 dans un premier
temps in vivo, en réalisant des marquages immunohistochimiques. Les résultats obtenus chez
les souris de 5 jours traitées avec ’androstanol montrent la présence de cellules FOXO1
positives ectopiques au centre des tubes séminiferes, toutefois sans altération du nombre de

cellules germinales. De plus, les résultats obtenus chez les souris de 10 jours montrent des
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impacts majeurs de I’androstanol sur la signalisation FOXO1, associés notamment a des
modifications de la localisation subcellulaire de la protéine FOXOL1 au sein des cellules
germinales et au sein des tubes séminiferes pour les cellules positives pour FOXO1. A I’age
adulte (8 mois), les souris traitées avec 1’androstanol présentent une diminution du nombre de
cellules positives pour FOXO1 qui ne semble cependant pas associée d’aprés nos données
préliminaires a une modification de la localisation subcellulaire de FOXO1 dans les

spermatogonies.

Il semble que I’inhibition de la signalisation CAR impacte de maniére précoce la
signalisation de la protéine FOXO1 dans les cellules germinales indifférenciées ce qui pourrait
altérer in fine la transition des gonocytes en spermatogonies. En effet, les phénotypes observés
a P5 et a P10 suggérent un retard de migration et/ou de différenciation des cellules germinales
indifférenciées. Il serait intéressant de réaliser une analyse plus poussée de la cinétique de la
progression de ce phénotype, par exemple en analysant la localisation au sein des tubes
séminiferes des cellules positives pour FOXOL1 plus tardivement en période de maturation
sexuelle entre P15 et P30. De plus, 1’¢étude de la localisation subcellulaire de la protéine FOXO1
a P3 au moment de la transition des gonocytes en spermatogonies nous permettrait de
comprendre si 1’altération de la localisation subcellulaire apparait en amont et pourrait influer
sur la localisation tubulaire ectopique des cellules germinales, t¢émoignant d’un potentiel retard

de migration.

L’hypothése de 1’altération de la transition des gonocytes en spermatogonies pourrait
expliquer la présence de cellules germinales indifférenciées ectopiques en période néonatale.
D’apres la littérature, les gonocytes qui ne migrent pas au cours de la transition sont éliminés
par apoptose (Roosen-Runge et Leik 1968), ce qui pourrait étre en lien avec la diminution
transitoire du nombre de cellules germinales indifférenciées observée chez les souris de 10 jours
traitées avec 1’androstanol. Cependant, a ce stade nous n’avons pas observé d’augmentation de
I’apoptose des cellules germinales au sein des tubes seminiferes, ce qui suggére plutdt un retard
de migration plutét qu’un arrét total de cette derniére. De plus, les données générées in vitro
indiquent également que le traitement avec 1’androstanol n’entraine pas d’apoptose dans la
lignée de spermatogonies indifférenciées C18.4. Par ailleurs, 1’androstanol entraine une
diminution de la prolifération des spermatogonies C18.4, associée a une diminution du nombre
de cellules adhérentes aprés 24h de traitement. L’impact de I’inhibition de la signalisation CAR
sur la prolifération des spermatogonies C18.4 pourrait donc expliquer la diminution du nombre

de cellules germinales observée in vivo a P10. Il sera important d’analyser de maniére
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specifique la prolifération des spermatogonies en période néonatale (P5 et P10) a I’aide d’un
co-immunomarquage de PLZF ou de ID4 et du marqueur de prolifération PCNA (Proliferating
cell nuclear antigen). Ces données sont a mettre en relation avec les analyses réalisées par gPCR
dans les C18.4 qui montrent une diminution de I’accumulation des transcrits du géne ld4.
Comme décrit dans l’introduction, la protéine ID4 est notamment essentielle a I’auto-
renouvellement des cellules germinales souches, ce qui pourrait expliquer dans notre modele in
vitro, la diminution de la prolifération cellulaire. De plus, les données préliminaires générées a
partir du tri cellulaire de spermatogonies chez les souris de 10 jours suggérent également une
diminution de I’accumulation des transcrits du géne 1d4, mais également d’autres génes tels que
Gfral et Plzf, fondamentaux pour le maintien de 1’état indifférencié des spermatogonies et a
leur auto-renouvellement. Il serait intéressant d’étudier de maniére plus approfondie le
transcriptome des spermatogonies triées par RNAseq afin de rechercher des altérations de
I’expression d’autres génes essentiels a leur homéostasie (auto-renouvellement, maintien de

I’¢état indifférencié et prolifération).

Les données obtenues in vitro dans la lignée de spermatogonies indifférenciées C18.4
montrent que le traitement avec I’androstanol entraine une diminution de I’expression du geéne
Foxol et de certains de ses genes cibles (tels que les genes Cdhl, Gata2 et Tex19.1), appuyant
I’hypothése d’un impact direct de la signalisation CAR sur la signalisation FOXO1 dans les

cellules germinales.

Comme déja présenté dans la discussion du papier 1, de nombreux liens ont déja été
établi entre CAR et FOXO1 témoignant de relations complexes entre ces deux signalisations.
Il est notamment connu que les protéines CAR et FOXOL1 peuvent interagir directement entre
elles dans le noyau des cellules et former un complexe protéique dissocié de la chromatine, ou
encore agir comme co-facteurs 1’une pour 1’autre et participer a la régulation de la transcription
de leurs genes cibles. De plus, ’hétérodimére CAR-RXR peut également se fixer par
compétition au niveau des éléments de réponse de FOXOL1. Les modulations de la signalisation
CAR peuvent également altérer ’activité de FOXO1 de maniére plus indirecte. En effet,
I’activation de CAR conduit a la phosphorylation de la kinase AKT ce qui réduit la localisation
nucléaire et I’activité transcriptionnelle de FOXO1 (Kazantseva, Yarushkin, et Pustylnyak
2014), (Yarushkin et al. 2020). L’ensemble de ces données suggere que CAR pourrait altérer la
localisation et ’activité de la protéine FOXO1, comme suggéré in vivo dans notre étude.
Cependant, malgré les données disponibles dans la littérature, les mécanismes par lesquels

I’inhibition de la signalisation CAR pourrait altérer I’expression, la localisation et ’activité de
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la protéine FOXO1 dans les cellules germinales indifférenciées restent a identifier. 1l est donc
essentiel de poursuivre les expérimentations sur la lignée germinale C18.4. Nous prévoyons de
réaliser des expériences de fractions cellulaires, afin d’étudier les localisations subcellulaires
de FOXOL1 et de CAR en réponse a I’androstanol. De plus, il sera important de réaliser des co-
immunoprécipitations de CAR et de FOXO1 pour identifier une potentielle interaction, ainsi
que des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine pour analyser la présence de
FOXO1 ou de CAR au niveau des régions régulatrices de leurs génes cibles. En effet, comme
discuté dans le papier 1, I'impact de I’androstanol sur la localisation de la protéine CAR

notamment dans les cellules germinales reste a identifier.

Les analyses par western blot réalisées aprés 3 heures de traitement avec 1’androstanol
montrent une tendance a I’augmentation de la phosphorylation de FOXO1 au niveau de la sérine
256. Cette donnée suggere que I’inhibition de la signalisation CAR conduit a la phosphorylation
de FOXO1, ce qui pourrait entrainer sa translocation ou sa rétention cytoplasmique, ainsi que
sa dégradation par le protéasome. En effet, d’ aprés la littérature, 1’acétylation et la
phosphorylation de FOXO1 (la premiére amplifiant la deuxieme) entraine sa translocation vers
le cytoplasme, son ubiquitination et sa dégradation par le protéasome (Matsuzaki et al. 2005),
(Huang et Tindall 2011). Il est donc fondamental d’étudier la localisation subcellulaire de
FOXO1 dans les spermatogonies, ainsi que son acétylation, son ubiquitination et sa potentielle
dégradation par le protéasome. De maniére intéressante, in vivo en période néonatale, les
cellules positives pour FOXO1 (notamment les cellules ectopiques) présentent une diminution
du marquage nucléaire de la protéine FOXO1, associée a une augmentation de sa localisation

cytoplasmique.

Les résultats obtenus in vitro montrent également un impact rapide de 1’exposition a
I’androstanol sur 1’acétylation de I’histone H4, ce qui suggere la mobilisation de voies de
signalisations intracellulaires cytoplasmiques. Si le role de I’acétylation de I’histone H4 dans
les spermatogonies indifférenciées demeurent aujourd’hui inconnu, une étude a cependant
démontré que les hommes présentant une azoospermie ont une hyperacétylation réduite au
niveau de I’histone H4 dans les spermatogonies (Kleiman et al. 2008). L’acétylation de
I’histone H4 dans les spermatogonies jouerait donc un réle pour le déroulement normal de la
spermatogenese. Toutefois, les mécanismes par lesquels I’inhibition de la signalisation CAR
régulerait I’acétylation de 1’histone H4 demeurent a ce jour inconnus. Les résultats obtenus
apres la transfection d’un plasmide codant une protéine FOXOI1 non phosphorylable et

constitutivement nucléaire (FOXO1-3A) dans la lignée C18.4 montrent que les effets médiés

97



par 1’androstanol sont dépendants de la phosphorylation de FOXO1 et donc de sa localisation
cytoplasmique. Des expériences de cotransfections, de fractionnement cellulaire et de
coimmunoprécipitations de CAR avec FOXO1l et avec I’histone H4 dans les C18.4
permettraient de mieux comprendre les mécanismes moléculaires médiant les impacts du

traitement androstanol.

De maniére intéressante, nous avons observé des altérations des niveaux d’acétylation
de I’histone H4 (ac-H4) au niveau testiculaire a I’age adulte, démontrées par I’augmentation du
nombre de tubes avec des spermatides rondes présentant un marquage pour ac-H4 et la
diminution du nombre de tubes avec des spermatides allongées présentant un marquage pour
ac-H4. Ces données suggerent que les altérations initiales au niveau de 1’acétylation de 1’histone
H4, provoquées par Uinhibition de la signalisation CAR dans les spermatogonies
indifférenciées, pourraient étre maintenues sur le long terme et transmises au cours de la
spermatogenese, ce qui pourrait altérer a 1’age adulte le processus de spermiogenese. Cette
hypothése est pertinente puisque nous avons identifié une rétention de I’histone H3 chez les
spermatozoides issus des souris traitées avec 1’androstanol, indiquant une altération de la
transition histone-protamine au cours du processus de spermiogenése. Cette donnée témoigne
d’une altération de la qualité spermatique et explicite en partie I’hypofertilité¢ des souris traitées
avec I’agoniste inverse, puisque 1’altération de la transition histone protamine est décrite pour
étre associée a 1’hypofertilité (Oliva et Ballesca 2012), (Yuen et al. 2014). L’ensemble de ces
données suggere que l’inhibition de la signalisation CAR impacterait [’homéostasie des
spermatogonies indifférenciées sur le long terme altérant in fine le processus de spermiogenese

et la fertilité des souris.

Par ailleurs, il est important de commenter que plusieurs des altérations observées in
Vivo en réponse a 1’androstanol sont retrouvées de maniere similaire chez les souris invalidées
pour le géne Car. En effet, la désorganisation des spermatogonies (PLZF ou FOXOL positives)
est également présente chez les animaux invalidés pour le géne Car et non traités. Si certains
phénotypes ainsi que leur cinétique d’apparition semblent similaires entre les animaux Car-/-
non traités et les animaux sauvages traités avec 1’androstanol, en revanche nous avons observé
des altérations spécifiques chez les souris sauvages traitées avec I’androstanol. A 5 et a 10 jours,
le nombre de cellules ectopiques (ID4 positives, PLZF positives ou FOXOL1 positives) semblent
relativement similaires entre les souris sauvages traitées avec l’androstanol et les souris
invalidées pour le gene Car et non traitées. Cependant a 10 jours, les souris sauvages traitees

avec I’androstanol présentent une diminution du nombre de cellules germinales qui n’est pas
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retrouvée chez les animaux Car -/- non traités. De plus, nous n’avons pas identifié¢
d’augmentation du marquage cytoplasmique de FOXO1 parmi les cellules ectopiques chez les
souris Car-/- non traitées a 10 jours, ce qui est le cas chez les souris sauvages traitées avec
I’androstanol. Ces différences phénotypiques en période néonatale pourraient participer a
expliquer pourquoi les animaux sauvages traités avec I’androstanol ont une fertilité plus altérée

que les animaux Car-/-.

In vitro, chez les cellules de la lignée C18.4 sauvages traitées avec I’androstanol ou
Car-/-, nous avons également observé dans certains cas des phénotypes similaires. La
signalisation FOXO1 et I’expression de certains genes tels que 1d4 sont également altérées par
I’invalidation du géne Car dans la lignée germinale C18.4 (Figure 29 A), supportant
I’hypothése d’un role majeur de CAR pour réguler I’homéostasie des cellules germinales
indifférenciées. De plus, nous avons également identifiés des altérations au niveau de
’acétylation de I’histone H4 a la suite de I’invalidation du géne Car dans les C18.4 (Figure 29
B).

Ces données ne sont pas surprenantes puisque l’invalidation pharmacologique ou
génétiqgue de CAR conduit a une inhibition de sa signalisation. Cependant, les animaux
invalidés pour le gene Car presentent une altération moins importante de leur fertilité que les
animaux sauvages traités avec I’agoniste inverse de CAR, ce qui suggére que 1’absence totale
de la protéine CAR aurait un impact moins important que 1’inhibition transcriptionnelle de sa
signalisation par I’androstanol. Ce constat est intéressant et accentue I’importance d’étudier
I’activité ainsi que les roles de la protéine CAR au sein des cellules germinales, de maniere

basale ainsi qu’en réponse a I’androstanol.

9. Les impacts de I’activation des signalisations CAR et/ou PXR au

niveau testiculaire

i. Des effets spécifiques a chaque molécule

Les résultats obtenus sur la lignée germinale C18.4 ont également permis de mettre en
lumiére un impact direct de I’activation de CAR par le TCPOBOP sur les spermatogonies
indifférenciées. L’activation de CAR entraine une diminution du nombre de cellules adhérentes,
pouvant suggérer une augmentation de la mort cellulaire. Cependant, nos données suggérent
que l’activation de la signalisation CAR par le TCPOBOP n’impacte pas le processus

apoptotique ni la prolifération de la lignée C18.4. 1l est donc fondamental d’analyser 1’impact
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du traitement TCPOBOP sur d’autres programmes de mort cellulaire tel que I’autophagie
notamment par I’analyse en western blot de 1’abondance de la protéine LC3/MAP1LC3A
(Microtubule associated protein 1 light chain 3 alpha). En revanche, les données obtenues in
vivo montrent, apres 10 jours de traitements avec le TCPOBOP, une diminution du nombre de
spermatogonies indifférenciées, associée a une augmentation de 1’apoptose des cellules
germinales. Cet impact sur 1’apoptose est transitoire car il n’est pas retrouvé a 8 mois. Il est
intéressant de noter qu’a 8 mois les souris présentent une altération quantitative a long terme
de la spermatogeneése corrélée a une diminution du nombre de spermatozoides produits, n’ayant
cependant pas d’impact majeur sur la fertilit¢ des animaux. L’ensemble de ces données
suggerent que I’activation de la signalisation CAR pourrait intervenir dans la régulation de la
mort programmée des cellules germinales indifférenciées. Ainsi en période néonatale,
I’activation de la signalisation CAR pourrait altérer de manicre quantitative 1’établissement du
pool de cellules germinales souches et impacter la spermatogenese sur le long terme. Pour aller
plus loin dans cette hypothese, il serait intéressant d’analyser I’impact du traitement TCPOBOP
sur les capacités de recolonisation des spermatogonies. Pour cela, des souris sauvages seraient
traitées en période néonatale comme dans notre étude avec le TCPOBOP ou avec un traitement
vehicule. Une fois adulte, leurs spermatogonies souches seraient triées et retransplantées dans
les tubes séminiféres de souris receveuses (des souris sauvages adultes stériles qui n’ont pas de
lignée germinale, les souris invalidées pour le gene Nanos2, Nanos2 -/-). La capacité et la
vitesse des cellules germinales réimplantées a coloniser le testicule receveur permettra d’étudier
I’impact de P’activation de la signalisation CAR sur le maintien des capacités souches des
spermatogonies. L’analyse par RNAseq du transcriptome des spermatogonies triées apres le
traitement avec le TCPOBOP nous permettrait également de comprendre I’impact de
’activation de CAR sur ’homéostasie des cellules germinales souches. Par exemple, il serait
intéressant de rechercher des altérations de 1’expression de génes impliqués dans I’auto-
renouvellement des spermatogonies souches tels que 1d4, Gfral et Plzf ou de génes impliqués
dans des processus de mort cellulaires des cellules germinales, notamment I’autophagie tel que

Lc3.

Nos résultats indiquent que PXR serait impliqué dans la production de testostérone au
sein des cellules de Leydig, comme le suggéere I’augmentation des taux de testostérone observée
en culture cellulaire en réponse au traitement PCN dans la lignée murine de Leydig MLTC1.
Cette augmentation des niveaux de testostérone n’est cependant pas associée a un impact sur

I’expression des génes codant les enzymes de la stéroidogenése, ce qui pourrait suggérer une
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augmentation de la mobilisation du cholestérol, précurseur des hormones stéroides. En effet, il
a eté démontré que certains medicaments, activateurs de la voie de signalisation PXR,
augmente le taux de cholestérol plasmatique (Karpale, Hukkanen, et Hakkola 2022). Lors de
traitements plus longs avec le PCN, une diminution de I’expression de certains génes codant
des enzymes de la stéroidogenese (tel que le géne Star) a été observée dans les MTLC1. Ces
données suggeérent une boucle classique de rétrocontrole négatif sur ces genes, en réponse a
I’augmentation des niveaux de testostérone. Cette hypothese est appuyée par les données
obtenues in vivo qui révélent initialement (& 10 jours postnataux) une tendance a I’augmentation
des niveaux de testostérone chez les souris traitées avec le PCN, suivie par une diminution a
1’age adulte (8 mois). Il serait également intéressant d’analyser I’implication du géne Shp (small
heterodimer partner), un géne cible de PXR, dans I’altération de la stéroidogenése observée a
I’age adulte. En effet, le géne Shp est impliqué dans la régulation de la production de
testostérone au sein des cellules de Leydig (Volle et al. 2007), (Volle et al. 2009). Le traitement
PCN pourrait entrainer 1’augmentation de 1’expression du géne Shp qui serait a I’origine du

rétrocontréle négatif sur les niveaux de testostérone.

De plus, méme si le récepteur PXR n’est pas exprimé dans les spermatogonies, il semble
que Dl’activation de sa signalisation entraine une augmentation de 1’apoptose des cellules
germinales chez les souris de 10 jours et de 8 mois, toutefois sans impact significatif sur la
production spermatique. La diminution des taux de testostérone a 8 mois chez les souris traitées
avec le PCN pourrait étre en lien avec 1’augmentation de 1’apoptose des cellules germinales
observée, cependant a 10 jours, ces deux parametres ne peuvent étre mis en relation puisque le
taux de testostérone intra-testiculaire est plus important que celui des souris du groupe controle.
Il serait donc intéressant d’analyser, notamment grace a la co-culture de la lignée germinale
C18.4 (sauvage ou invalidée pour Car) avec la lignée leydigienne MLTCL1 (sauvage, invalidée
pour Car ou pour Pxr) I’impact du traitement PCN sur I’homéostasie des cellules germinales

indifférenciées.

Nos résultats montrent in fine que les expositions néonatales au TCPOBOP ou au PCN
seuls n’altérent pas les capacités de reproduction des souris a 1’age adulte, mais que les
signalisations CAR et PXR interviennent dans des processus différents aboutissants a des

altérations de I’homéostasie des cellules germinales indifférenciées.

ii. Des effets parfois additifs ou synergiques de la co-exposition
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Le traitement néonatal combiné des souris avec les molécules TCPOBOP et PCN nous
a permis d’identifier une interaction entre les voies de signalisation CAR et PXR qui entrainent

des effets deléteres additifs ou synergiques sur certains parametres testiculaires.

Pour rappel, I’activation néonatale « simple » de CAR par le TCPOBOP entraine une
altération quantitative a long terme de la spermatogenese associée a une diminution du nombre
de spermatozoides, qui n’impacte pas la fertilité des animaux. L activation néonatale « simple »
de PXR par le PCN entraine une altération de la stéroidogenése ainsi qu’une augmentation de
I’apoptose des cellules germinales sur le long terme, sans impact majeur sur la spermatogenese
ni sur la fertilité des souris. En revanche, la fertilité des animaux doublement exposés avec le
TCPOBOP et le PCN est altérée a 1’age adulte (8 mois), témoignant d’un impact additif des
modulations néonatales des voies de signalisations CAR et PXR sur la fonction de reproduction.
En effet, nous avons observé une augmentation du nombre de males stériles. De plus, les
animaux demeurants fertiles présentent une diminution du nombre de petits par portée, associee
a une diminution du nombre de spermatozoides ainsi qu’a une augmentation de la mort in utero.
Ces données suggerent que la co-activation néonatale des voies CAR et PXR alterent de

maniére quantitative et qualitative la production spermatique.

Il faut noter que les animaux doublement exposés présentent a 1’age adulte (8 mois) une
augmentation du nombre de cellules germinales apoptotiques, associée a une forte diminution
de la testostérone intra-testiculaire avec des tendances qui semblent relativement équivalentes
a celles observées dans le groupe PCN a I’age adulte (Figure 30). De plus, les souris traitées
avec les 2 molécules agonistes présentent une altération a long terme de la spermatogenése
équivalente a celle observée chez les souris traitées avec le TCPOBOP a 1’age adulte (Figure
30). Il semble donc que le traitement combiné avec les molécules PCN et TCPOBOP altére la

fertilité via I’additivité des impacts provoqués.

Le co-traitement entraine également des conséquences précoces sur la physiologie
testiculaire qui ne sont pas forcément additives, puisque nous avons notamment observé a 10
jours une augmentation de I’apoptose des cellules germinales (équivalente a celle observée dans
les groupes PCN ou TCPOBOP) (Figure 30). De plus, de maniére intéressante, la coactivation
néonatale des voies CAR et PXR a un effet synergique sur la stéroidogenése puisqu’elle semble
médier une diminution des niveaux de testostérone intra-testiculaire a 10 jours. Ces données
sont surprenantes, puisque comme décrit precédemment, le traitement néonatal avec le

TCPOBOP ne semble pas avoir d’impact sur la stéroidogeneése, alors que le traitement néonatal
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Figure 31 : Analyse de la physiologie hépatique a
I'age adulte

Masse relative hépatique a 10 jours. Le traitement avec
le PCN entraine une augmentation de la masse relative
du foie chez les animaux sauvages et invalidés pour le
gene Car-/-

Les données des groupes controles (veh) ont été fixées
arbitrairement a 100.



avec le PCN entraine plutdt I’augmentation des niveaux de testostérone intra-testiculaire a 10
jours (Figure 31). Ces données indiquent que 1’activation néonatale combinée de CAR et de
PXR conduit a une altération de la stéroidogeneése, différente de celle observée par I’activation
« simple » de la signalisation PXR. Il est possible que la signalisation CAR interagissent avec
la signalisation PXR, altérant de maniére considérable la stéroidogenése. Nous envisageons
notamment pour expliquer cette observation que I’activation de CAR par le TCPOBOP
antagoniserait 1’activité de PXR dans les cellules de Leydig : I’activation « simple » de PXR
stimule la production de testostérone dans les cellules de Leydig, mais 1’activation combinée
de CAR réprimerait cet effet et aurait méme des consequences inverses. Une étude a récemment
démontré que CAR et PXR peuvent interagir directement entre eux, entrainant une inhibition
mutuelle de leur signalisation (Bwayi et al. 2022). 1l est également possible que 1’interaction
entre ces deux voies modifie la disponibilité des co-activateurs de PXR (notamment de SRC1
qui est un coactivateur commun de CAR et de PXR), ou bien la disponibilité de leur partenaire
commun d’hétérodimérisation le récepteur RXR. De maniére intéressante, une étude a montré
chez le cochon que D’activation de CAR ou de PXR entraine une diminution de la
stéroidogenése. D’autres études ont démontré que I’activation de PXR par le PCN augmenterait
la 6B-hydroxylation de la testostérone, une réaction normalement minoritaire du catabolisme
de la testostérone, grace a I’augmentation de 1’expression des geénes codant les cytochrome P450
CYP3A4, (Gonzalez, Song, et Hardwick 1986) et CYP3A25 (C. Y. Li et al. 2016), (D. Dai et
al. 2001). Le gene Car participe également a la régulation du gene Cyp3a4 (L. Huang et al.
2011), la possibilite que la co-activation des voies CAR et PXR augmente fortement
I’expression du cytochrome CYP3A4 et entraine un fort catabolisme de la testostérone est donc
a envisager. L’ensemble de nos résultats rend plus complexe la compréhension de la régulation
de I’homéostasie des cellules germinales et de la production de testostérone intra-testiculaire

par les récepteurs CAR et PXR.

Pour mieux comprendre les impacts des signalisations CAR et PXR sur la physiologie du
testicule, il est essentiel de poursuivre les expérimentations in vitro sur les cellules de Leydig
MLTCL, sur les spermatogonies indifférenciées C18.4 et sur la co-culture de ces lignées. Afin
d’étudier les conséquences moléculaires des traitements avec le TCPOBOP et/ou avec le PCN,
il faudrait notamment réaliser des analyses par single cell RNAseq des testicules pour préciser
les génes dont 1’expression est dérégulée dans les cellules germinales indifférenciées et dans
les cellules de Leydig, pour étudier 1’expression des génes impliqués dans la régulation de la

stéroidogene et dans I’homéostasie des spermatogonies et leurs interconnections.
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C. Les effets de la signalisation PXR au niveau testiculaire sont-ils dépendants de

Pactivité de la signalisation CAR ?

Nos données ont montré que I’invalidation totale du gene Car est suffisante pour
contrecarrer les effets de la double exposition néonatale sur le nombre de spermatozoides, sur
le nombre de petits par portée et sur la mort in utero, sur le nombre de males stériles et in fine
sur la fertilité. L’invalidation du geéne Car permet également d’inhiber les impacts des
traitements avec le TCPOBOP, mais aussi de ceux observés avec le PCN (et du co-traitement)
sur ’apoptose des cellules germinales a 10 jours et a I’age adulte. Nos données montrent
également que les souris invalidées pour le gene Car traitées avec le PCN ou co-traitées avec
le PCN et le TCPOBOP ne présentent plus d’altérations des taux de testostérone intra-
testiculaire en période néonatale et a 1’age adulte. Ces données suggérent que les effets délétéres
médiés par I’activation de la voie de signalisation PXR sur les cellules germinales et sur la

fonction de reproduction sont dépendants de la signalisation CAR.

Il faut cependant noter que seuls certains impacts de I’activation de PXR semblent étre
contrecarrés au niveau testiculaire par I’invalidation du géne Car. En effet, nous avons observé
une augmentation de la masse du foie aprés 10 jours de traitements avec le PCN chez les souris
sauvages ainsi que chez les souris invalidées pour le géne Car (Figure 31), ce qui suggere une
signalisation particuliére de PXR et de CAR au niveau testiculaire. Au niveau testiculaire, nous
ne pouvons pas exclure que PXR pourrait réguler I’expression du géne Car, méme si de telles
données n’ont pas été démontré dans la littérature a ’heure actuelle. Dans ce cas de figure,
I’activation de la voie de signalisation PXR par le PCN pourrait moduler la signalisation CAR
dans les cellules de Leydig, entrainant par exemple une diminution de la synthése de
testostérone intra-testiculaire. Cependant, 1’activation de CAR par le TCPOBOP n’a pas
d’impact majeur sur la production de testostérone, et I’utilisation de 1’androstanol entraine des
consequences sur la stéroidogenese qui semble indépendantes du géne Car. L’activation de
PXR pourrait donc plutdt impacter I’homéostasie des spermatogonies via des dialogues entre
les types cellulaires testiculaires (puisque PXR n’est pas exprimé dans la lignée germinale
indifférenciée). Il semble que les processus regulés par PXR dans le testicule se répercuteraient
dans les cellules germinales en mobilisant au sein de ces cellules la signalisation CAR. En
absence du géne Car, la molécule PCN activerait la signalisation PXR qui aurait cependant des

impacts différents que ceux observes chez les souris sauvages au niveau testiculaire.
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Pour étudier si I’ensemble des impacts testiculaires de la signalisation PXR sont
dépendants de I’activit¢ de CAR dans le testicule, nous souhaitons tout d’abord approfondir
I’analyse des phénotypes testiculaires des souris invalidées pour le géne Car et traitées au PCN
0uU co-exposée, notamment pour identifier I’impact des traitements sur le nombre de cellules
germinales. En effet, le traitement PCN et la co-exposition entraine notamment chez les souris
sauvages une diminution du nombre de cellules germinales positives pour 1D4, PLZF ou pour
SYCP3. De plus, nous envisageons plusieurs expériences. Il serait intéressant de co-traiter des
souris sauvages en période néonatale avec 1’androstanol et avec le PCN pour étudier 1’impact
de ces modulations sur la physiologie testiculaire et mieux comprendre 1’interaction entre les
voies de signalisation CAR et PXR. L’utilisation d’animaux spécifiquement invalidés pour le
gene Car dans la lignée germinale ou dans les cellules de Leydig est également essentielle. De
plus, I’exposition de co-culture de cellules germinales et de cellules de Leydig aux difféerents
traitements, combinée a 1’invalidation spécifique du géne Car ou de Pxr dans 1’'un ou 1’autres
des types cellulaires est ici fondamentale pour comprendre si CAR peut médier les impacts de
’activation de PXR sur la lignée germinale. Comme décrit précédemment, il est connu que
CAR et PXR peuvent interagir directement entre eux, modulant mutuellement leur signalisation
(Bwayi et al. 2022), qu’ils partagent des co-facteurs communs et qu’ils possédent le méme
partenaire d’hétérodimérisation (RXR). Aussi, des expériences de co-immunoprécipitations
(avec CAR, PXR, RXR et leurs co-facteurs) dans la lignée cellulaire MLTC1 en réponse au
traitement PCN nous permettraient d’étudier une potentielle interaction entre leurs voies de

signalisation.

D. Les modulations précoces et néonatales des signalisations CAR et/ou PXR

entrainent des conséquences qui semblent irréversibles

Nos données montrent que les modulations néonatales des voies de signalisation CAR
et PXR chez la souris entraine a 1’age adulte une altération de la fertilité. S’il est établi que la
période néonatale est une fenétre développementale particulierement sensible a I’exposition des

xénobiotiques, comment pouvons-nous expliquer le maintien de ces altérations a I’age adulte ?

Depuis plusieurs décennies, il est connu que 1’exposition néonatale a des xénobiotiques
peut altérer sur le long terme I’expression de certains cytochromes, qui sont essentiellement
régulés par CAR et PXR (Zangar, Springer, et Buhler 1993). Il a également été démontré que
I’exposition néonatale au TCPOBOP ou au PCN entraine des altérations épigénétiques qui

seront maintenus au cours du vieillissement, et qui altérent de maniere permanente 1I’expression
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des génes. En effet, le TCPOBOP altére I’expression hépatique de Cyp2bl0 via des
modifications épigénétiques des marques histones : augmentation de la mono-, de la di- et de
la tri méthylation de la lysine 4 de I’histone H3 et diminution de la tri- méthylation de la lysine
9 de I’histone H3 sur le promoteur du géne Cyp210 (W.-D. Chen et al. 2012). Des données
similaires ont été démontrées a la suite d’une exposition néonatale au PCN, qui entraine a I’age
adulte des altérations a long terme dans I’expression de geénes tel que Cyp3al. L’augmentation
de la tri-méthylation de la lysine 4 de 1’histone H3 et la diminution de la tri-méthylation de la
lysine 27 de I’histone H3 sur le promoteur du gene Cyp3al ont été corrélées a ces altérations
(Wang et al. 2019). Une étude a également montré que I’activation néonatale des voies de
signalisation CAR ou PXR entraine une dérégulation a long terme de 1’expression des génes de
la sous famille Cyp4a via la réduction de I’interaction du facteur de transcription PPARa au
niveau des loci des génes Cyp4a (C. Y. Li et al. 2016). La co-activation des voies CAR et PXR

pourrait alors modifiée de maniére plus importante 1’expression des génes sur le long terme.

Les données de la littérature révelent que I’activation des signalisations CAR et/ou PXR
peut entrainer des conséquences irréversibles sur 1’expression des génes notamment via des
modifications épigénétiques altérant I’homéostasie des cellules impactées, comme suggéré dans
notre étude. Les méecanismes impliqués dans le maintien de ces altérations restent a identifier.
Toutefois, il est possible que la mise en place d’empreintes épigénétiques, telles que la
méthylation d’ADN, la méthylation des histones et/ou les petits ARNs, notamment au niveau
des régions régulatrices de I’expression des geénes soient impliquées. Ces modifications
conduiraient & une modulation permanente des niveaux d’ARNm, comme cela a été suggéré
par de nombreuses études sur les impacts des expositions in utero/néonatales aux perturbateurs

endocriniens (Predieri, Alves, et lughetti 2022).

Il est important de rappeler que certaines de nos données nous ont permis d’identifier le
maintien de certaines altérations sur le long terme, évoquant un lien potentiel entre les
altérations initiales de I’homéostasie des spermatogonies et I’infertilit¢ a 1’age adulte.
Cependant, ces donneées doivent étre approfondies, il est donc fondamental d’étudier 1I’impact
des traitements sur la mise en place des marques epigénétiques dans les régions régulatrices
impliquées dans I’expression de génes impliqués dans I’homéostasie des cellules germinales et
de la stéroidogenése. Il est également essentiel d’identifier les causes des altérations de la
qualité spermatique (suggérée par 1’augmentation de la mort in utero des petits a la suite du
traitement avec 1’androstanol et de la double exposition des souris méales). Des expériences pour

approfondir 1’altération de I’homéostasie des spermatogonies (via des approches de RNAseq
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ou des analyses omiques des marques épigénétiques (ChlP-seq)) et des spermatozoides (via des
analyses morphologiques, des analyses approfondies de la transition histones-protamines par
western blot ou par coloration a la chromomycine A3, et des analyses de marques épigénétiques
par exemple par Reduced representation bisulfite sequencing (RRBS)) nous permettraient de
comprendre les causes des altérations de la fertilité, observées a la suite du traitement avec

I’androstanol ou a la suite de la co-exposition.

E. Conclusion

Plusieurs études ont déja démontré que les expositions aux xénobiotiques peuvent étre
déléteres pour la santé de maniéere générale et pour la fertilité. 1l est notamment bien établi
aujourd’hui que I’exposition a des molécules environnementales polluantes pendant des
fenétres développementales sensibles, comme la période périnatale, peut causer des altérations

a long terme de la physiologie testiculaire et prédisposer a I’infertilité.

Notre étude a permis d’identifier pour la premiére fois chez la souris un impact de la
modulation néonatale pharmacologique de la signalisation CAR sur la fertilité. Nous avons
également montré que la modulation néonatale combinée des signalisations CAR et PXR
augmente le risque d’infertilit¢ chez la souris, médié par des altérations diverses dont les

mécanismes moléculaires restent a approfondir.

Nos données ont été générées a I’aide de molécules synthétiques pharmacologiques (le
TCPOBOP et le PCN) ou naturelle (I’androstanol) modulant spécifiquement les signalisations
murines CAR et PXR. Celles-ci posent les bases pour de futures études. En effet, il serait
intéressant d’étudier I'impact sur la fertilit¢ des souris de I’exposition a un ou plusieurs
xénobiotiques présents dans I’environnement et modulateurs des signalisations murines CAR
et/ou PXR. De plus, il est également essentiel d’évaluer les risques de la modulation de ces
signalisations chez ’homme, d’une part puisque les isoformes humaines de CAR et de PXR
n’interviennent pas dans la régulation des mémes genes que les formes murines, et d’autre part
car les isoformes murines et humaines ne sont pas forcément modulées par les mémes
xénobiotiques (cf. figure 19 dans I’introduction). Pour étudier cela, il serait possible d’utiliser
et d’exposer plusieurs modeles :

- La culture d’explants testiculaires humains

- La culture in vitro de lignées testiculaires humaines

- L’utilisation de souris humanisées pour les génes Car et/ou Pxr
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Aussi, I’exposition de ces modeles a une ou plusieurs molécules identifiées chez ’homme, par
exemple au niveau plasmatique ou urinaire grace a des études épidémiologiques, serait

pertinente pour évaluer leurs impacts sur la fertilité.

Nos données novatrices font la lumiére sur I’implication potentielle des récepteurs
nucléaires CAR et PXR dans la survenue des troubles de la fertilité alors que la plupart des
études environnementales s’intéressent aux impacts des perturbateurs endocriniens sur la
fonction de reproduction (chez le rongeur comme chez I’Homme). Ces études sont donc
essentiellement focalisées sur les conséquences de 1’exposition aux molécules
environnementales qui affectent les récepteurs hormonaux et leurs signalisations. Or, le nombre
et la diversité de polluants relargués dans la nature sont colossales et continuent de s’accroitre,
menagant les écosystémes en raison de leur persistance dans ’environnement. Il est donc
incontestable que les xénobiotiques peuvent altérer de nombreuses signalisations associées a
des récepteurs qui n’ont pas uniquement une signalisation endocrinienne, et entrainer ainsi des

conséquences sur la santé.

Notre étude souligne donc aujourd’hui I’importance d’étudier I’impact des perturbateurs
environnementaux sur les récepteurs dans leur ensemble. Chez I’'Homme, 49 récepteurs
nucléaires et une multitude de récepteurs membranaires ont été identifiés. La Communauté
européenne et I’Agence américaine de protection de I’environnement évaluent le nombre de
molécules chimiques différentes produites entre 80 000 et 100 000. Le crible des impacts de
ces molécules sur les différents récepteurs nucléaires et membranaires est donc un défi colossal
pour la communauté scientifique, mais nécessaire pour la régulation de la mise sur le marché
de molécules potentiellement toxiques et donc pour la protection des écosystemes. En effet,
selon une étude nous aurions franchi un seuil critique de production chimique qui risque
d’entrainer des répercussions durables sur le vivant (Persson et al. 2022). La production de
plastique aurait notamment augmenté de 80 % entre 2000 et 2015. Les molécules chimiques de
nos produits industriels, agricoles et pharmaceutiques se diffusent dans les sols, I'eau et les
organismes avec un effet cumulatif que nous ne maitrisons plus. Avec la vitesse a laquelle ces
produits chimiques apparaissent dans I'environnement, les organismes vivants sont exposes a
une multitude de molécules xénobiotiques, il est donc également impeératif de prendre en
compte les impacts d’une exposition combinée a plusieurs polluants, aussi appelé effet cocktail.
En effet comme suggéré dans notre étude, I’impact d’une molécule chimique peut étre modifié
voire amplifié par 1’interaction avec une autre molécule, ajoutant encore de la complexité au

travail d’identification des risques environnementaux pour la santé. Nos résultats permettront
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peut-étre d’aiguiller les instances décisionnaires pour évaluer les risques liés aux molécules

xénobiotiques, et agir en conséquence.
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