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La voie de I'AMPc Iors de Ia spermatogenese:
réole clef du géene CREM

La spermatogenése est un processus
de différenciation cellulaire au cours
duquel les cellules germinales di-
ploides du géniteur se différencient
en spermatozoides haploides. Ce
processus est réglé par I'axe hypotha-
lamo-hypophysaire et nécessite I'ac-
tion coordonnée de plusieurs hor-
mones [1]. En réponse a une sti-
mulation hormonale, les cellules des
testicules déclenchent une cascade
d’événements qui induisent des
changements au niveau du métabolis-
me cellulaire et de I’expression gé-
nique. Les stimulus hormonaux pro-
venant de I’hypophyse sont intégrés
au niveau de la membrane cellulaire
et transmis au noyau par l'intermé-
diaire de la voie cytoplasmique de
I’AMPc. Cet article sera centré sur
I'identification et la fonction des fac-
teurs nucléaires impliqués dans la ré-
gulation de I’expression génique par
I’AMPc. Nous discuterons du roéle pi-
vot de I'un de ces facteurs, CREM
(cAMP-responsive element modulator), au
cours du développement des cellules
germinales males.

Controle hormonal dans les testi-
cules : induction de la voie de PAMPc

La prolifération et la différenciation
des cellules germinales dépendent de
deux hormones produites par les cel-
lules gonadotropes de I’hypophyse
antérieure : la luteinizing hormone
(LH) et la follicle-stimulating hormone
(FSH) [2, 3]. En I’absence de ces
deux hormones, la spermatogenése
se bloque au stade prophase méio-
tique. Par exemple, la spermatogeneé-
se chez les souris mutantes hpg défi-
cientes en gonatropin releasing hormone
est interrompue au stade diploténe

messmmsm  [4]. Du fait que les cellules germi-
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nales miles n’ont pas de récepteurs
pour la LH et la FSH, elles recoivent
les signaux hormonaux via les cel-
lules somatiques présentes dans les
testicules [5, 6]. Les récepteurs pour
la LH et la FSH sont localisés respec-
tivement sur les cellules somatiques
de Leydig et de Sertoli [2, 3]. La sti-
mulation des cellules de Leydig par
la LH conduit a la sécrétion, dans le
compartiment interstitiel, de la testo-
stérone qui diffuse dans les tubules
séminiféres ou se trouvent les cellules
germinales et les cellules de Sertoli.
Apreés une stimulation par la FSH et
par la testostérone, les cellules de
Sertoli sécrétent, dans les tubules sé-
miniféres, des peptides et d’autres
composants nécessaires a la différen-
ciation des cellules germinales [7-9].
La FSH et la LH se lient spécifique-
ment a leurs récepteurs transmem-
branaires couplés aux protéines G, ce
qui conduit ainsi a la stimulation de
I’adénylyl cyclase et a la conversion
de 'ATP en AMPc. Le niveau intra-
cellulaire élevé d’AMPc stimule la
protéine kinase A (PKA) qui phos-
phoryle différentes protéines. Parmi
les substrats cibles de la PKA on trou-
ve les facteurs de transcription impli-
qués dans la régulation de I'expres-
sion génique. Ces facteurs de
transcription se lient a des séquences
régulatrices connues pour répondre
a 'AMPc (CRE : cAMP responsive ele-
ment). Ces séquences sont présentes
au niveau des régions promotrices de
différents génes. Une fois phosphory-
lées par la PKA, les protéines se
fixant aux sites CRE activent I’expres-
sion génique (figure 1) [10].

L’expression des isoformes de la PKA
spécifiques des testicules suggere que
la voie de ’'AMPc dans les testicules
posséde des fonctions spécialisées qui

impliquent la phosphorylation de
cibles spécifiques des testicules (m/s
n°4, vol. 9, p. 481) [11-13]. Ici nous
discuterons de 'importance de I'une
de ces cibles, le facteur de transcrip-
tion CREM, qui a été récemment
identifié dans les testicules et dont le
role durant la spermatogenése
semble étre crucial.

Effecteurs nucléaires de la voie de
PAMPc dans les testicules

Les facteurs nucléaires, dont on sait
qu’ils se lient a des séquences CRE,
constituent une famille d’au moins
dix protéines [14, 15]. Tous ces fac-
teurs appartiennent a la classe des ré-
gulateurs de transcription contenant
une leucine zipper et un domaine de
fixation a 'ADN [16]. Ces facteurs
forment des homo- ou des hétérodi-
meres, suivant un code d’association
spécifique. Ainsi, les différentes com-
binaisons de dimérisation permettent
de moduler les possibilités de la ré-
gulation génique. L’expression de
deux membres de cette famille,
CREM et CREB (cAMP-responsive ele-
ment binding protein), a été décrite
dans les testicules (m/s n°4, vol. 7,
p.506) [17-19]. Ces genes ont en
commun des régions ayant une gran-
de analogie au niveau de leur sé-
quence codante et ont une structure
génomique similaire [15]. Le géne
CREM, par ailleurs, est remarquable
pour plusieurs raisons : (1) son pro-
duit contient deux domaines alterna-
tifs de fixation a ’TADN qui sont in-
corporés individuellement dans la
région codante par un épissage alter-
natif [20, 21]; (2) contrairement a
CREB, qui code seulement pour un
activateur, CREM engendre a la fois
des activateurs (CREMT) et des ré-
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Figure 1. Représentation schématique de la voie de I'AMPc. La fixation de
I’hormone sur le récepteur induit une augmentation du niveau intracellulaire
d’AMPc qui affecte directement I’activité de la protéine kinase A (PKA) [10].
La sous-unité catalytique de la PKA activée (C) est transférée dans le noyau
et phosphoryle différentes cibles nucléaires. Parmi les effecteurs de la voie
de I’AMPc, on trouve les activateurs CREMt et CREB [15]. Ces facteurs ap-
partiennent a la famille des protéines qui, une fois fixées aux sites CRE
(cAMP responsive element), réglent I'expression génique. Le géne CREM
code pour différentes isoformes dont certaines sont des répresseurs de la
transcription induite par I'AMPc (isoformes a, B et v, [15, 18, 20, 21] et ICER
[24, 25]). Le gene CREB code seulement pour un activateur de la transcrip-
tion. Les zones rouges représentent les domaines d’activation de la protéine,

les zones hachurées les domaines de fixation a I’ADN.

presseurs (CREMa, B, Y) de trans-
cription, par ['utilisation alternative
de domaines riches en glutamines
[22] ; (3) CREM présente un profil
d’expression spécifique de cellule et
de tissu [23, 24] ; (4) CREM est un
geéne a réponse précoce, fortement
induit par ’AMPc. Aprés I'induction,
seules des molécules répresseurs
(ICER) sont produites par I’utilisa-
tion alternative d’un promoteur in-
tronique [24, 25]. Les mécanismes
moléculaires de I'activation ou de la
répression de la transcription par les
protéines CREM ou CREB et la régu-
lation de leur potentiel de transacti-
vation aprés induction hormonale
ont été déja résumés [10, 15].

L’expression de CREM au cours de la
spermatogenése présente des caracté-
ristiques remarquables. CREM est ex-
primé faiblement avant la méiose et
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seules les isoformes répresseurs sont
observées. Dans les cellules post-
méiotiques, un processus d’épissage
alternatif provoque un changement
fonctionnel de CREM qui se traduit
par la commutation des isoformes ré-
presseurs en faveur de Il'activateur
[18]. Nous avons aussi observé un
changement quantitatif dans D’ex-
pression de CREM, qui est fortement
augmentée a partir du stade pachyte-
ne des spermatocytes. En revanche,
le géne CREB est exprimé faiblement
a la fois dans les cellules germinales
et les cellules somatiques. Toutefois,
les cellules somatiques expriment la
protéine CREB enti¢re alors que des
isoformes tronquées de la protéine
CREB sont détectées dans les cellules
germinales [17, 19]. Ces isoformes
ont des délétions dans leur partie
C-terminale, nécessaire pour la locali-

sation nucléaire de la protéine et sa
fixation a I'ADN. La signification
physiologique de ces protéines tron-
quées reste un mystere puiqu’elles
ont perdu leur capacité de régler di-
rectement I'expression génique. Le
role de CREB dans la spermatogenése
reste donc a déterminer.

Chez la souris, la spermatogenése est
un processus cyclique qui a lieu tous
les 12 jours. Le cycle de I'épithélium
des tubules séminiféres a été classé
en douze stades représentant les dif-
férents types d’associations cellulaires
trouvés durant le cycle [26]. L’ex-
pression des protéines se liant aux sé-
quences CRE semble dépendre du
stade du développement de I’épithé-
lium séminifére. Par exemple, la pro-
téine activatrice issue de CREM est
principalement détectée dans
spermatides au stade VII-VIII du
cycle alors que le transcrit de CREB
est principalement exprimé dans les
cellules de Sertoli au stade III-IV [17,
27]. Ces caractéristiques refletent
une régulation stricte de I’expression
génique et suggérent que ces pro-
téines ne pourraient étre fonction-
nelles qu’a certains stades de la sper-
matogenese. L’épissage alternatif et
sa régulation font partie intégrante
des mécanismes physiologiques res-
ponsables de la différenciation des
cellules germinales.

les

Le géne CREM : régulation et fonc-
tion dans les cellules germinales

Le changement de I’expression de
CREM ayant lieu durant la méiose
pose deux questions importantes:
(1) Quel est le mécanisme physiolo-
gique contrdlant ce changement et
celuici est-il seulement lié au déve-
loppement ou est-il réglé de facon
hormonale? (2) Quelle est la fonc-
tion de cet abondant activateur
CREM dans les cellules germinales ?

eLa FSH regle lexpression de
CREM dans les testicules. Du fait que
la spermatogeneése soit contrdlée par
des hormones de I’hypophyse, I'im-
portance de la glande hypophysaire
dans le contréle de I’expression de
CREM a été étudiée. Des testicules de
rats adultes auxquels on a fait subir
une ablation de la glande hypophy-

saire n’expriment pas CREMT [28]. sm—
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Par ailleurs, chez des animaux prépu-
béres, 'hypophysectomie bloque la
commutation dans l’expression de
CREM au stade pachyténe des sper-
matocytes. Cela démontre que la
glande hypophysaire est directement
impliquée dans le maintien et dans le
controle de la forte expression de
CREMT.

La stimulation hormonale provoquée
par la glande hypophysaire a été ca-
ractérisée par des études physiolo-
giques sur le hamster [28]. Chez cet
animal, les variations saisonniéres de
I’activité des gonades sont caractéri-
sées par l'arrét de la spermatogeneése
durant T'hiver. Ces changements
d’activité dépendent de la photopé-
riode et peuvent étre reproduits ex-
périmentalement par une lumiére ar-
tificielle [29]. Une courte photo-
période constante (SP) a pour consé-
quence une atrophie des gonades en
huit semaines [30]. L’atrophie est ac-
compagnée par une réduction de la
production de testostérone et d’hor-
mones de la glande hypophysaire
[30, 31]. Le rétablissement d’une
longue photopériode (LP) provoque
une forte augmentation des niveaux
de FSH, de LH et de prolactine,
I’augmentation progressive de la
taille des testicules et la reprise de la
spermatogenése [30]. Chez les ham-
sters maintenus constamment en
courte photopériode, les testicules
restent atrophiés jusqu’a 12 semaines
et, aprés cette période, ils commen-
cent spontanément a se régénérer.
L’isoforme CREMT ne s’exprime plus
dans la gonade atrophiée par ’action
de la courte photopériode. Cette ex-
pression est restaurée en méme
temps que l'on rétablit la longue
photopériode. L’absence d’expres-
sion de CREM1t dans les gonades
atrophiées coincide avec le faible ni-
veau d’hormones gonadotropes cir-
culantes.

Des injections de FSH a des hamsters
maintenus en courte photopériode
etayant donc des testicules compléte-
ment atrophiés conduisent a une in-
duction rapide et significative du
transcrit CREM1t [28]. L’expression
de CREMT chez des animaux ayant
recu des injections de FSH est équi-
valente a celle des animaux adultes
sexuellement actifs.

m==msm Une analyse moléculaire montre que
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Figure 2. Représentation schématique d’une section de tubule séminifére
avec indication du profil d’expression de CREM. L‘expression de CREM est
réglée a de multiples niveaux durant la spermatogenése. Les cellules germi-
nales préméiotiques (spermatogonies, SG) expriment faiblement les iso-
formes répresseurs de CREM. Durant la prophase méiotique, la follicle sti-
mulating hormone (FSH) hypophysaire est responsable de la stabilisation
des transcrits de I'activateur CREM dans les spermatocytes (SC) ; la protéine
CREM est détectée seulement aprés la méiose dans les spermatides ha-
ploides (ST). Il est a noter les relations étroites entre les cellules de Sertoli et
les cellules germinales (fleches). Dans les spermatides haploides, les pro-
téines CREM activent un certain nombre de génes cellulaires exprimés spé-

cifiquement durant la maturation des spermatides [27].

I'induction du transcrit de I’activa-
teur CREM est due a 'utilisation al-
ternative d’un site de polyadényla-
tion, au niveau du transcrit de CREM,
qui supprime h région 3’ non tradui-
te. Cela a pour conséquence d’exclu-
re des éléments déstabilisateurs et de
rendre le transcrit plus stable [28].
Ces résultats montrent les effets
d’une stimulation hormonale sur la
stabilité du messager d’un facteur de
transcription. Ils démontrent aussi
que la FSH regle la fonction de fac-
teurs nucléaires de la voie de ’AMPc,
dans les cellules germinales.

® CREM, un régulateur de I’expres-
sion génique dans les cellules germi-
nales haploides. La premiére indica-
tion du réle de CREM durant la

spermatogenése a été donnée par
son profil d’expression protéique.
Dans [I'épithélium séminifere, les
transcrits de CREM s’accumulent
dans les spermatocytes et les sperma-
tides mais, en revanche, la protéine
CREM est détectée seulement dans
les spermatides [27]. La fonction de
CREM est donc restreinte a un type
spécifique de cellules germinales, les
spermatides haploides. L’absence de
la protéine CREM dans les spermato-
cytes reflete un controéle strict de la
traduction. Il sera important d’analy-
ser ultérieurement le mécanisme de
cette traduction retardée et de défi-
nir si celle-ci est sous un contrdle
hormonal. La phosphorylation par la
PKA active la fonction de CREM, per-
mettant le relais du signal hormonal
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du cytoplasme vers le noyau [32].
L’activateur CREM est efficacement
phosphorylé par la PKA dont I'activi-
té endogene dans les spermatides est
dépendante de I'AMPc, indiquant
que la protéine CREM est une cible
nucléaire de la voie de ’AMPc dans
les cellules spermatogéniques ha-
ploides [27].

La détection de la protéine activatri-
ce CREM dans les spermatides coin-
cide avec D’activation transcription-
nelle de plusieurs génes contenant
un motif CRE dans leur promoteur.
Ces geénes codent principalement
pour des protéines de structure né-
cessaires a |’assemblage des sperma-
tozoides (protéines de transition,
protamine RT7, etc.), suggérant un
role pour CREM dans I’activation des
genes nécessaires a la phase tardive
de différenciation des spermatides.
Cette observation implique que la
transcription des génes structuraux
est directement liée a un contrdle
hormonal qui permet une modula-
tion du niveau de 'AMPc dans I'épi-
thélium séminifére. Une preuve du
role de CREM dans I'expression de
I'un de ces génes, RT7, a été appor-
tée lors d’expériences de transcrip-
tion in vitro. Un anticorps spécifique
de CREM bloque la transcription in
vitro de RT7 dans des extraits nu-
cléaires des tubules séminiféres mais
pas dans des extraits de foie [27]. En
conclusion, au cours du développe-
ment, CREM devrait participer dans
les testicules a la régulation de génes
contenant un site CRE dans leur pro-
moteur, en exprimant faiblement les
isoformes répresseurs avant la méiose
et fortement les isoformes activateurs
apres la méiose.

Conclusion

Il est connu depuis plusieurs années
que les cellules de Sertoli, par I'inter-
médiaire de contacts étroits, trans-
mettent la stimulation hormonale
aux cellules germinales en matura-
tion. L’analyse des cibles nucléaires
de la voie de 'AMPc fournit des in-
formations importantes sur les méca-
nismes moléculaires par lesquels le si-
gnal hormonal est transmis au noyau.
La figure 2 résume les événements
successifs expliquant comment la sti-
mulation par la FSH module le profil
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de I'expression génique dans les cel-
lules germinales. Des modéles ani-
maux, ayant des mutations dans les
genes codant pour les protéines se
liant aux sites CRE, devraient per-
mettre d’éclairer davantage le role de
ces facteurs de transcription et
d’identifier leurs cibles spécifiques in
vivo. A ce propos, le phénotype de la
souris chez laquelle le géne CREB a
été détruit par recombinaison homo-
logue [33] suggeére une redondance
dans la réponse nucléaire a 'AMPc.
En revanche, du fait de son impor-
tance physiologique dans la différen-
ciation des cellules germinales, il est
probable que la destruction du géne
CREM aurait des conséquences signi-
ficatives sur la spermatogenése @
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