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RESUME

L’étude de la stérilité masculine a
trouvé depuis 4 ans un regain d’intérét
avec Pavénement d’une nouvelle tech-
nique pour le traitement de 'infertilité
masculine, I'injection intracytoplas-
mique d’un spermatozoide dans l'ovo-
cyte (ICSI). Néanmoins, ’étude des
caractéristiques du sperme demeure le
maitire examen dans I’évaluation de la
fertilité masculine. Il constitue le
reflet de 'activité testiculaire et des
événements post-gonadiques, en parti-
culier, la maturation épididymaire.
Ces processus sont pour la plupart,
non seulement sous le controle du sys-
téme neuroendocrinien, mais aussi,
sous le controéle de facteurs locaux tels
que les facteurs de croissance et les
cytokines. Dans cette revue, nous pré-
sentons, dans une premiére partie, les
données montrant le réle crucial que
jouent les facteurs locaux sur la forma-
tion du testicule feetal mais aussi sur
les fonctions différenciées de la gona-
de comme la stéroidogenése et la sper-
matogenése. Dans une seconde partie,
nous présentons les données obtenues
dans le cadre de ’exploration de ’hom-
me infertile, ainsi que les effets in vitro
des facteurs locaux sur le pouvoir
fécondant des spermatozoides. Ces
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derniéres données sont encore frag-
mentaires et 'utilisation des facteurs
de croissance et des cytokines dans le
domaine des stérilités dites idiopa-
thiques n’en est qu’a ses débuts. Enfin,
dans le cadre d’'une démarche prospec-
tive, nous indiquons quelques voies de
recherche qui nous semblent intéres-
santes concernant ’étude des facteurs
de croissance et des cytokines dans les
stérilité masculines.

Mots clés : Testicule, facteurs de croissance,
cytokines, oligo et azoospermie sécrétoire, inferti-
lité masculine.

INTRODUCTION

A T’état physiologique, le spermatozoide
apres sa libération de I’épithélium séminife-
re subit, essentiellement sous I'influence de
I'épididyme, une série de changements mor-
phologiques et physiologiques qui conférent
aux spermatozoides la capacité de féconder
I'ovocyte et de donner un embryon viable.
Pour que la fécondation ait lieu, il faut que
les spermatozoides reconnaissent la zone
pellucide, s’y fixent, qu'ils la pénétrent et
qu’il y ait fusion avec la membrane plas-
mique de 'ovocyte.

Ainsi deux étapes sont nécessaires pour
I’élaboration d’un spermatozoide : une étape
testiculaire et une étape post-testiculaire.



L’étape testiculaire nécessite (a) une orga-
nogenése correcte : développement des cel-
lules somatiques (cellules de Leydig, cel-
lules péritubulaires myoides, cellules de
Sertoli) et des cellules germinales (gono-
cytes a l'origine du futur spermatozoide) et
(b) une différenciation cellulaire pour l'ac-
quisition des fonctions spécialisées :

* Migration cellulaire qui concerne les cel-
lules germinales

o Prolifération cellulaire (concerne tous les
types cellulaires)

¢ Organisation des différentes cellules
somatiques et germinales entre elles pour
constituer les tubes séminiferes et les
espaces entre ces tubes (espace intersti-
tiel), ces deux compartiments constituant
les bases anatomiques de la gonade male.

e Différenciation de certaines cellules
somatiques qui acquiérent des fonctions
trés spécialisées comme la stéroidogenése
(cellules de Leydig), mais aussi différen-
ciation des cellules germinales qui
acquiérent la mobilité et le pouvoir fécon-
dant (spermatozoides).

Les bases morphologiques (tissulaire et cel-
lulaire) de la formation du testicule ainsi
que l'acquisition de ses fonctions spéci-
fiques (stéroidogenése, spermatogeneése)
sont connues déja depuis longtemps. Par
contre, la connaissance des bases molécu-
laires, en particulier la connaissance du
réle précis des molécules de signalisation
impliquées dans la formation et les fonc-
tions testiculaires, est beaucoup plus récen-
te et connait, actuellement, un développe-
ment trés important. Parmi ces molécules
de signalisation importantes pour le testi-
cule, deux familles sont identifiées : les hor-
mones et les facteurs locaux :

e Les hormones (en particulier celles du
systéme neurohypophysotesticulaire)
constituent le contréle de la gonade a dis-
tance. Le role déterminant du systéme
endocrinien (LH-testostérone, FSH) dans

35

la physiologie testiculaire a été démontré
par un trés grand nombre d’études. En
pathologie, I’étude des hypofonctionne-
ments du systéme endocrinien, se tradui-
sant par un hypogonadisme, a confirmé
I'importance des hormones dans le
controle de la gonade. Bien qu’il soit
indispensable pour la spermatogenese, le
systéme endocrinien contréle la matura-
tion des cellules germinales par 'intermé-
diaire des cellules somatiques. Ainsi, la
LH régule les fonctions stéroidogénes des
cellules de Leydig et particuliérement la
sécrétion de testostérone. La FSH, quant
a elle, controle 'activité des cellules de
Sertoli. La testostérone produite locale-
ment sous l'action de LH régule les fonc-
tions des cellules de Sertoli et les cellules
péritubulaires myoides. Il faut noter que
les hormones LH, FSH et la testostérone
ne possédent pas de récepteurs sur les
cellules germinales [17]. L’action du sys-
téme endocrinien sur la maturation des
gametes nécessite donc probablement un
relais local.

Les molécules de signalisation de type
facteurs de croissance et cytokines consti-
tuent le controle local de la gonade. Au
cours de ces derniéres années, un grand
nombre de données ont été rapportées et
indiquent le role potentiel de ces facteurs
dans la physiologie testiculaire. Ces fac-
teurs sont classés en différentes familles :
I'Epidermal Growth Factor/Transforming
Growth Factor o (’'EGF/TGFa), les
Transforming Growth Factor B (TGFps)
et leurs peptides apparentés (activines,
inhibines et ’hormone anti-mullérienne
AMH), les IGFs (insulin-like growth fac-
tors), les FGF's (fibroblast growth factors),
les neurotrophines (fp Nerve Growth Fac-
tor, BNGF), les cytokines comme le
Tumor Necrosis Factor o (TNFa), I'Inter-
leukine 1 o (IL1o), I'Interleukine 6 (IL6),
le Stem Cell Factor (SCF), le Leukemia
Inhibiting Factor (LIF), les interférons
(IFNs).



Cette revue traite du réle des facteurs de
croissance et des cytokines dans le testicu-
le, avec un double objectif :

* mettre en évidence, a travers les donnés
de la littérature et nos propres travaux,
le role potentiel de ces facteurs dans le
développement et le fonctionnement testi-
culaire normal. Nous insisterons particu-
lierement sur les relations existant entre
le systéme endocrinien et le systéme local
constitué par les facteurs de croissance et
les cytokines.

essayer de faire le lien entre les anoma-
lies potentielles des facteurs locaux et les
situations d’infertilités, en particulier les
oligo et azoospermies sécrétoires. A la dif-
férence des hormones, il est possible que
ces facteurs aient aussi un réle dans les
étapes post-testiculaires dans la matura-
tion des spermatozoides, notamment
dans l'acquisition du pouvoir fécondant.

EXPRESSION DES FACTEURS DE

CROISSANCE ET DES CYTOKINES
DANS LE TESTICULE : RELATION
AVEC LE SYSTEME ENDOCRINIEN

A la différence du systéme endocrinien, les
facteurs de croissance et les cytokines agis-
sent, en principe, sur leur lieu de produc-
tion méme d’ol la notion d’action locale.
Cette action locale permet a la cellule au
sein d’'un organe, d’appréhender son envi-
ronnement immédiat (action autocrine) ou
de communiquer avec une autre cellule
(action paracrine). Ce sont ces modes de
communication que I'on retrouve au sein du
testicule, par exemple entre les cellules de
Pespace interstitiel et les cellules du tube
séminifere d’'un part (communications cel-
lules de Leydig-cellules de Sertoli) et
d’autre part entre les différentes cellules du
tube séminifére (communications cellules
de Sertoli-cellules germinales).

Les facteurs de croissance et les cytokines
ont été classés en une dizaine de famille sur
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les bases de leurs analogies structurales.
Un autre type de classification intéressant
est de les regrouper selon les systémes de
transduction qu’ils utilisent pour trans-
mettre leur message au noyau et donc aux
différents génes de leurs cellules cibles. A
titre d’exemple, on distingue les facteurs
qui exercent leurs actions par I'intermédiai-
re de récepteurs a tyrosine kinase (ex :
EGF/TGFa, FGFs, IGFs, SCF), de récep-
teurs a sérine/thréonine kinase (ex : TGFp,
activine, AMH). D’autres molécules de
signalisation peuvent utiliser plusieurs sys-
temes de transduction intracellulaire (ex :
le TNFa). Enfin, certains facteurs exercent
leur action par le méme récepteur et le
méme systéme de transduction (ex : EGF et
TGFo).

Les molécules que nous décrivons sont
exprimées dans différents organes. Cepen-
dant, il existe parfois des spécificités liées a
Porgane ou elles sont exprimés et ou elles
agissent. Ces molécules (ligands et récep-
teurs) sont présentes sous forme d’ARN
messagers et de protéines dans les diffé-
rents types de cellules testiculaires et a dif-
férents stades du développement gonadique
(Tableau 1). L’expression de ces facteurs
locaux peut étre spécifique d’'un type cellu-
laire ou d'un stade de développement testi-
culaire. Ainsi, certains facteurs sont pro-
duits principalement par les cellules soma-
tiques, par exemple, le SCF et ’TAMH sont
produits par les cellules de Sertoli, IGF I
est exprimé dans les cellules de Sertoli et
les cellules de Leydig. D’autres sont expri-
més surtout dans les cellules germinales
comme le NGF et le TNFo. Enfin, le TGFp
et TEGF/TGFa sont exprimés de facon ubi-
quitaire (cellules somatiques et cellules ger-
minales). Cette expression spécifique d’'un
type cellulaire ou d’un stade de développe-
ment fait intervenir des éléments de régu-
lation transcriptionnels ou post-transcrip-
tionnels. Par exemple, des génes ayant des
promoteurs multiples présentent une orga-
nisation propice a la régulation cloisonnée



Tableau 1 : Expression et régulation des facteurs de croissance et des cytokines dans la

gonade miles [4, 42, 67].

MOLECULE CELLULE PRODUCTRICE REGULATION

TGFp1 Sertoli, Leydig, cellules germinales, FSHI, T3 7T

péritubulaires myoides

TGFp2 Sertoli, péritubulaires myoides

TGFB3 Sertoli, péritubulaires myoides

récepteurs du TGFB Sertoli, Leydig, cellules germinales LHT,FSHT

(type L, II, ITI)

Inhibines Sertoli chaines o : FSH T
inhibine : EGF T, insuline T,
opioids T, depletlon en spermatld% l

Activines Leydig, Sertoli, péritubulaires myoides

récepteurs des Activines

ActRII : cellules germinales,
péritubulaires myoides, Sertoli

Follistatine Sertoli, Leydig, cellules germinales
02 macroglobuline Sertoli
AMH Sertoli SF1T,FSH !
récepteurs de 'AMH Sertoli
TGFo Sertoli, Leydig, péritubulaires myoides
EGF cellules somatiques et germinales
récepteurs de 'EGF Sertoli, TNFao T

Leydig, péritubulaires myoides,

cellules germinales
IGFI Leydig, Sertoli, cellules germinales GHT,FSHT LHT, Prolactlnei

testostérone T rétinol , T3
EGF T, bFGF T ILlod’

IGF II Sertoli, Leydig
IGFBP4et5 cellules somatiques
IGF BP3 Sertoli FSH |, TNFa. T, IL1a. T
récepteurs de 'IGF type I  Sertoli, Leydig, cellules germinales LH T, TGFB |
récepteurs de 'IGF type II  Sertoli, cellules germinales
bFGF Sertoli, Leydig, cellules germinales FSHT
récepteurs du bFGF Sertoli, Leydig, cellules germinales FSH T, TNFo. T, IL1a. T, bFGF T
IL1 Sertoli, cellules germinales LHT,LPST,IL1b T
récepteurs de 'IL1 Leydig
IL6 Sertoli, Leydig
récepteurs de IL6 Leydig, Sertoli
TNF« cellules germinales
récepteurs du TNFo Sertoli, Leydig FSH T
SCF Sertoli FSH T
récepteurs du SCF (c-kit) cellules germinales, Leydig
NGF cellules germinales
récepteurs du NGF Sertoli, péritubulaires myoides testostérone |

T facteur dont l'expression est augmentée ; | : facteur dont Uexpression est diminuée.
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au niveau des différents tissus (ex : le NGF
utilise des promoteurs différents dans le
testicule et dans le cerveau). L’épissage
alternatif des préARN messagers peut faire
apparaitre ou non un site de protéolyse qui
permet le ciblage sub-cellulaire d’'une molé-
cule (ex : production de SCF soluble ou
membranaire).

11 faut noter que I'expression des facteurs
locaux est modulée par les hormones
(Tableau 1). Ce contréle porte aussi bien
sur les ligands et les récepteurs. Il reste
cependant a déterminer le niveau de
contrdle ol s’exerce I'action des hormones
(transcription, modification post-transcrip-
tionnelle comme I'épissage alternatif, tra-
duction en protéine)

ACTIONS DES FACTEURS LOCAUX
SUR LES FONCTIONS
TESTICULAIRES

1. Développement gonadique feetal
sous le controdle des facteurs locaux

Les facteurs de croissance et les cytokines
ont aussi la particularité d’avoir des actions
pléiotropiques, ainsi ils peuvent affecter la
prolifération, la différenciation, la migra-
tion et méme la mort cellulaire.

Chez 'embryon, I'individualisation de la
gonade ambisexuée s’effectue lors de la colo-
nisation de I'ébauche gonadique par les cel-
lules germinales primordiales. Ces cellules,
originaires du sac allantoide, migrent sous
Pinfluence de facteurs chimiotactiques. L’ar-
rivée des cellules germinales primordiales
est contemporaine de la prolifération des
cellules somatiques adjacentes qui entou-
rent les cellules germinales formant ainsi
les cordons sexuels primitifs (voir revue 83).
Le développement et la formation de la
gonade vers le sexe méle font intervenir les
produits des génes SRY (Sex Determining
factor Y), DAX et SF-1 [5]. Sous l'influence
de ces facteurs, des cellules somatiques des
cordons sexuels primitifs se différencient en
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précurseurs de cellules de Sertoli. Les cel-
lules germinales se multiplient (mais n’en-
trent pas en méiose) pendant la formation
de la gonade feetale puis, a la fin de la gesta-
tion, les cellules germinales entrent en
quiescence jusqu’a la puberté [83].

L’étude de souris portant des mutations sur
le ligand SCF (existant sous forme d'un
protéine soluble et membranaire) ou son
récepteur c-kit indique que la migration et
la prolifération des cellules germinales
seraient sous le contréle du SCF/c-kit.
Ainsi, chez les souris portant la mutation
SI/S1 (mutation Steel : non expression du
SCF, [15]) ou WYWY (mutation dominante
white-spotting : non expression du récep-
teur ckit, voir revue 31) les cellules germi-
nales primordiales ne migrent pas dans
I’ébauche gonadique. De plus, les formes
solubles et membranaires du SCF n’au-
raient pas les mémes propriétés. En effet,
la mutation Sld (Steel Dickie : délétion du
domaine transmembranaire, [6]) provoque
la production de SCF sous forme soluble
uniquement, les cellules germinales pri-
mordiales ont migré dans la gonade feetale,
cependant, Panimal est stérile car a la
puberté, les cellules germinales ne se multi-
plient pas. Ces données expérimentales
suggerent que le SCF (forme soluble et sur-
tout membranaire) aurait un role clé dans
la migration et la prolifération des cellules
de la lignée germinale. Par ailleurs, il a été
montré que des cellules germinales primor-
diales en culture proliferent en présence de
SCF, LIF et bFGF [19]. Ces trois molécules
agiraient en synergie pour favoriser la
multiplication des cellules germinales
feetales.

D’autres facteurs sont inhibiteurs de la
multiplication des cellules germinales
puisque le TGFb [18, 49] et 'activine A [29,
37] inhibent la multiplication des cellules
germinales feetales. Ces observations sug-
gérent un rble de ces deux molécules dans
Parrét mitotique des gonocytes vers la fin
de la gestation.



Le réle stimulant du TGFP sur la produc-
tion des composés de la matrice extra-cellu-
laire indique que ce facteur pourrait inter-
venir dans la formation des cordons sémini-
feres et dans la migration, la morphologie
et la contractilité des cellules péritubu-
laires myoides [1].

2. La stéroidogenese leydigienne sous
le controle des facteurs locaux

La spermatogenése nécessite une concen-
tration intratesticulaire trés élevée en tes-
tostérone. La LH stimule la stéroidogenése
leydigienne de facon a obtenir des concen-
trations en androgénes adéquates pour le
maintien de la spermatogenése. L’action de
la testostérone sur le développement des
cellules germinales est indirecte puisque
ses récepteurs ne sont présents que sur les
cellules somatiques des tubes séminiféeres
(Sertoli, péritubulaires myoides). Ainsi, la
testostérone pourrait agir sur les cellules
germinales par l'intermédiaire de facteurs
locaux produits par les cellules de Sertoli.
Toute modulation de production des andro-
geénes pourrait donc affecter la gamétogene-
se. Parmi les facteurs de croissance et les
cytokines qui modulent la stéroidogenése,
on distingue des facteurs stimulants et
inhibiteurs.

a) Facteurs inhibiteurs :

Plusieurs facteurs inhibent la sécrétion de
testostérone induite par la LH dans les cel-
lules de Leydig : le TGFp [34, 46], T’activine
A [25, 39], I'IL1a [7, 41] et le TNFa [8, 40,
44, 84]. Cependant, ces facteurs n’agissent
pas sur les mémes étapes biochimiques de
la stéroidogeneése. Ainsi, les cytokines
(TNFa, IL1o) inhibent le transport vers les
mitochondries et la mise a disposition du
cholestérol pour le cytochrome P450 de la
desmolase mitochondriale [40, 41]. Le TGFB
et lactivine A inhibent le cytochrome P450
de la desmolase [3, 35, 39, 76] (Figure 1).

Ces différents facteurs agiraient probable-
ment & différents moments de la vie de la
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gonade. En effet, le TGFb et 'activine A
sont présents avant la puberté et leur
expression décroit pendant la puberté [4,
42]. Le TNFo n’interviendrait qu’a I’age
adulte puisque cette molécule est sécrétée
par les cellules germinales et les macro-
phages testiculaires [4, 42].

b) Facteurs stimulants

Les facteurs stimulants de la stéroidogene-
se induite par la LH sont I'inhibine [25],
IEGF [48, 75, 78, 82], IGF I [2, 33] et le
basic FGF [74]. Il a été montré que 'EGF
testiculaire et plasmatique contrélent la
production de testostérone puisque une sia-
loadénalectomie chez la souris provoque
une diminution des taux plasmatiques de
testostérone et de FSH et un hypogonadis-
me [57, 68, 80].

En ce qui concerne les mécanismes d’action
de ces molécules (Figure 2), 'TEGF augmen-
te la sécrétion de testostérone en activant le
transport du cholestérol et 'activité 3
hydrostéroide déshydrogénase [75, 76].
L’IGF I agit sur différentes étapes : il aug-
mente le nombre de récepteurs de LH, l'ac-
tivité de 'adénylate cyclase couplée au
récepteur de LH, il augmente 'expression
du cytochrome P450 de 'enzyme desmolase
et Pactivité 3b hydrostéroide déshydrogéna-
se [2, 33]. Etant donné que la LH favorise
I'expression d’IGF I dans la gonade, ce fac-
teur semble étre un relais privilégié de I'ac-
tion de la gonadotrophine sur les cellules de
Leydig (amplificateur local de I’action de
LH). Quant au bFGF, les études publiées
sont contradictoires. Dans certains
modeles, il stimule la fonction stéroidogéne
[74] et dans d’autres, il 'inhibe [14, 47].
Cependant, il y a un relatif consensus sur
laction stimulante du bFGF sur la prolifé-
ration des cellules de Leydig dans la pério-
de ante et postnatale [20].

En somme, en plus du role de relais de l'ac-
tion hormonale joué par les facteurs locaux,
il semblerait que ces molécules interferent,
au niveau du testicule, avec le systéme
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Figure 1 : Sites d’action des facteurs de croissance et des cytokines inhibiteurs sur la

stéroidogenése leydigienne.

endocrinien en modulant l'action de la LH
et de la FSH. Ces observations suggérent
Pexistence de boucles courtes de régulation
intra-testiculaires entre les hormones et les
facteurs de croissance intervenant dans le
contréle de certaines fonctions testiculaires.

3. Spermatogenése sous le contréle des
facteurs locaux

a) Action directe sur les cellules germi-
nales

Les étapes fondamentales de la spermatoge-
nése comme la mitose, la méiose, la diffé-
renciation et la mort des cellules germi-
nales, pourraient étre sour le contrdle direct
de certains facteurs de croissance et cyto-
kines produits par les cellules de Sertoli.
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En effet, les cellules germinales expriment
des récepteurs spécifiques pour des molé-
cules produites par les cellules de Sertoli
comme EGF/TGFa, les TGFp et ses pep-
tides apparentés, le SCF, 'IGF I et le bFGF
{4, 42, 67] (Tableau 1). Ces facteurs pour-
raient contréler la survie (SCF, [38]), la
multiplication des spermatogonies
(EGF/TGFa, bFGF, IGF 1 ; [23, 30, 61, 64,
73]), Parrét de la multiplication de ces cel-
lules (TGFb, [18] ; inhibine, {16, 81] ; ILS6,
[22]), 1a méiose (EGF, TGFf, bNGF ; [62])
et la spermiogenese (EGF).

De plus, ces facteurs sertoliens qui controlent
la spermatogenése, peuvent étre régulés par
les hormones. Ces observations illustrent, de
nouveau, le role de relais local des molécules
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de signalisation vis-a-vis des hormones (FSH,
testostérone) (Figure 3). Cependant, 'expres-
sion de ces facteurs sertoliens peut étre aussi
sous le contréle de facteurs locaux comme le
TNFa, I'lILla ou le NGF, provenant des cel-
lules germinales. L’'ensemble de ces observa-
tions indiquent clairement que les facteurs
de croissance et les cytokines joueraient un
role de médiateurs dans les interactions cel-
lules de Sertoli-cellules germinales.

b) Action indirecte via les cellules de
Sertoli

¢ Par lintermédiaire d’éléments nutritifs
comme le lactate

Les facteurs locaux favorisent le développe-
ment des cellules de la lignée germinale en
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augmentant la production des métabolites
énergétiques comme le lactate. En effet, les
cellules de la lignée germinale ne métaboli-
sent pas le glucose mais utilisent préféren-
tiellement le lactate provenant des cellules
de Sertoli [54]. La FSH, l'insuline mais aussi
des facteurs locaux comme IGF I, EGF aug-
mentent la production de lactate par les cel-
lules de Sertoli [36, 45, 54, 59]. Ces molécules
stimulent la production de lactate en favori-
sant, a court terme, la captation de glucose
(principalement en augmentant les transpor-
teurs de glucose). D’autres facteurs comme le
TGFB, le TNFo et I'TL1c augmentent la pro-
duction de lactate a long terme [55]. Le
TNFo et I'IL1a élevent les taux de lactate
par au moins deux types de mécanismes, en
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Figure 3 : Facteurs de croissance et cytokines produits par les cellules de Sertoli sous le
contréle des hormones (FSH) et potentiellement impliqués dans la maturation des cellules

germinales.

augmentant l'expression et lactivité de I'en-
zyme lacticodéshydrogénase plus particulie-
rement l'isoforme 5 (qui transforme le lactate
en pyruvate) et la captation de glucose [55].

e Par lintermédiaire du nombre de cellules
de Sertoli

Le nombre de cellules de Sertoli présentes
dans le testicule, dés la vie feetale, conditionne
le nombre de cellules germinales présentes a
I'dge adulte. Autrement dit, tous les facteurs
capables de stimuler ou d'inhiber la proliféra-
tion des cellules de Sertoli affecteront la pro-
duction des gameétes [71]. Plusieurs facteurs
ont été identifiés comme ayant un rdle positif
dans la prolifération des cellules de Sertoli
feetales : le bFGF, I'IGF 1 et 'EGF.

APPLICATION CLINIQUE DE L’EVA-
LUATION DES FACTEURS LOCAUX
TESTICULAIRES

Les facteurs de croissance et les cytokines
peuvent jouer un role important (a) dans la
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formation du spermatozoide, (b) dans 'ac-
quisition de son pouvoir fécondant, (c) dans
sa protection vis-a-vis du systéme immuni-
taire mile (qui ne le reconnait pas comme
du “soi”) et femelle et enfin, (d) au moment
de Vinteraction avec la zone pellucide de
Povocyte.

Compte tenu du réle potentiellement
important des facteurs de croissance et des
cytokines dans la physiologie testiculaire,
deux questions se posent lorsque nous abor-
dons la pathologie testiculaire et en parti-
culier dans les oligo et les azoospermies
sécrétoires dont la cause n’est pas claire-
ment identifiée [79] :

¢ Dans une démarche diagnostic, existe-t-il
des modifications de la production de ces
molécules de signalisation dans les oligo
et les azoospermies sécrétoires ? En
d’autres termes, le niveau d’expression
dans le tissu testiculaire, les taux plas-
matiques et les concentrations dans le



liquide séminal de ces molécules peuvent-
ils étre utilisés comme marqueurs de ces
pathologies et plus spécifiquement,
comme marqueurs de la perturbation
d’un type de cellules testiculaires ?

¢ Dans une démarche thérapeutique, ces
molécules peuvent-elles étre utilisées
pour corriger certains troubles de la sper-
matogenése et/ou le pouvoir fécondant du
spermatozoide ?

1. Exploration des facteurs de croissance
et des cytokines chez 'homme infertile

Les molécules de signalisation peuvent étre
recherchées au moins a trois niveaux diffé-
rents : le sang, le plasma séminal et le tissu
testiculaire.

a) Le sang

En principe, les facteurs de croissance et les
cytokines a la différence des hormones ne
sont pas présents dans le sang puisque leur
action est de type local (auto/paracrine) c’est-
a-dire quils agissent a I'endroit méme ou ils
sont sécrétés. Cependant, certains facteurs
comme V'IGF I, les peptides apparentés du
TGFpP (ex : les inhibines) ou méme I'EGF (en
particulier dans le modéle murin) se compor-
teraient aussi comme des hormones puis-
qu’ils sont retrouvés dans le sang, dans des
conditions physiologiques [43, 68). Cepen-
dant, lorigine multiple (production dans dif-
férents organes) de ces facteurs fait que pour
beaucoup, V'évaluation de leur taux sanguin
ne reflete en aucun cas T'activité (d'un type
cellulaire) du testicule. Pour certains pep-
tides apparentés du TGFp, en particulier l'in-
hibine B (dimere ofB), différents travaux [43]
semblent indiquer que, son taux plasmatique
pourrait refléter I'activité des cellules de Ser-
toli. Si ces observations se confirmaient, elles
présenteraient un intérét majeur dans la
mesure ou elles permettraient de différencier
les oligo et les azoospermies sécrétoires des
oligo et des azoospermies excrétoires lorsque
les taux plasmatiques de FSH ne peuvent le
permettre [58].
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b) Le plasma séminal

Le plasma séminal constitue le milieu bio-
logique oil U'on retrouve les sécrétions testi-
culaires, épididymaires mais surtout celles
des vésicules séminales et de la prostate.
En conséquence, la mise en évidence dans
le plasma séminal d’un facteur de croissan-
ce ou d’'une cytokine doit tenir compte de
ces origines multiples. De nombreuses
molécules de signalisation ont été identi-
fiées dans le plasma séminal (Tableau 2).

Peut-on corréler les taux de ces facteurs
avec les différentes étiologies des oligo et
azoospermies ? Des précautions doivent
étre prises quant a lorigine testiculaire ou
extra-testiculaire et quant aux types de
dosages utilisés (RIA, ELISA, bioactivité).
Aussi, les dosages utilisés doivent tenir
compte de la nature protéique des facteurs
de croissance et des cytokines. En effet, un
anticorps donné (dans un dosage immuno-
logique donné) reconnait une (des) séquen-
ce(s) polypeptidique(s), ce qui peut expli-
quer des variations de résultats impor-
tantes entre les différents kits (c'est-a-dire
les différents anticorps) du commerce. Par
ailleurs, un anticorps reconnait dans le
peptide une (des) séquence(s) d’acides ami-
nés qui ne refletent pas forcément Pactivité
biologique de ce peptide. Dans ces cas, seuls
des dosages de bioactivité (utilisant par
exemple des lignées cellulaires avec un
marqueur spécifique du peptide étudié) ou
un dosage par radio-récepteur peuvent vali-
der le dosage immunologique. Par ailleurs,
cette approche devrait aussi permettre de
sélectionner parmi les kits du commerce
(qui sont de plus en plus nombreux), ceux
qui donnent des valeurs les plus proches de
celles du dosage biologique.

Quelques travaux rapportent des variations
du taux des facteurs de croissance et des
cytokines dans le plasma séminal de
patients stériles (11, 28, 52, 56]. Pour la
grande majorité de ces facteurs, et en parti-
culier pour les cytokines, il semble que leurs



Tableau 2 : Valeurs des facteurs de croissance et des ctyokines dans le plasma séminal.

FAMILLE MOLECULE PLASMA SEMINAL Réf,
DOSEE Normal Pathologique
IGF IGF 1 20 ng/ml | aprés vasectomie 60, 66
IGF 2 2000 ng/ml 66
IGF BP1 0,95 £ 0,4 ng/ml non modifiée dans 'azoo- 60
spermie et aprés vasectomie
IGF BP2 présente non modifiée dans 'azoo- 32, 60
spermie et aprées vasectomie
IGF BP3 845 + 59 ng/ml { aprés vasectomie 60
IGF BP4 présente non modifiée dans I'azoo- 32, 60
spermie et aprés vasectomie
TGFp TGFB1 latent 90 ng/ml TGFp T dans stérilité *
sécrétoire et surtout quand
il y a eu infection
TGFp1 libre 2 ng/ml *
inhibine o et présentes 43
EGF/TGFa EGF 20-80 ng/ml pas de corrélation entre 10, 13,
taux EGF et parameétres 50, 63,
concernant les spermatozoides 86, *
cytokines IL1B non détéctée ou  dans oligo et azoospermie, 9, 21, 27,
40 ng/ml non detectée ou taux normaux. 51
apres infection
Pas de corrélation avec morpho-
logie ou mobilté du spermatozoide
antagoniste 120 + 10 pg/ml taux T dans I'azoospermie 26, 27
récepteur IL1 surtout si associée & une infection
IL2 15 pg/ml T lors dinfection 65, 72
récepteur 410 Ul/ml | dans les oligo et azoospermies 26
soluble IL2 associées a une infection
Cytokines 1L6 5-80 pg/ml T apres immuno-infection pas 9,21,
de corrélation avec le nombre, 51,72
la mobilité des spermatozoides
récepteur soluble 16 ng/ml non modifié 9
IL6
IL8 1 ng/ml T lors de leucospermies 66, 72
interféron y 0,25 U/ml non modifié 51
TNFa non détécté a T dans azoospermie apres 21, 27,
8 pg/ml infection bactérienne ou a 51,
mycoplasme
récepteur soluble  4-60 ng/ml non modifié dans I'azoospermie 27, 77
TNFa p55 ou apres vasectomie, | lors
d’infection du tractus génital
récepteur soluble non détecté 27,77
TNFo p75
SCF dectecté 70

T augmentation du taux du facteur ;  diminution du taux du facteur ; * nos travaux.
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taux varient en fonction de I'état infectieux
du tractus génital (Tableau 2). En ce qui
concerne les facteurs de croissance, les tra-
vaux sont encore rares et seules des précau-
tions minutieuses devraient permettre d'uti-
liser ces molécules comme marqueur de
Pétat fonctionnel de la spermatogenése.

¢) Le tissu testiculaire

La recherche de molécules de signalisation
au niveau du tissu testiculaire fait appel a
différentes techniques permettant d’identi-
fier le signal au niveau du mRNA (hybrida-
tion in situ, RT-PCR, northern blotting)
et/ou de la protéine (western blotting,
immunohistochimie). Dans ce contexte, dif-
férentes molécules de signalisation comme
IGF I, EGF , SCF, c-kit [4, 42, 67] ont été
identifiées, en général par des techniques
d’immunohistochimie. Compte tenu des
faibles quantités de tissus testiculaires
obtenus, la RT-PCR pourrait s’avérer une
technique intéressante pour :

o identifier les messagers recherchés et
leurs récepteurs

e identifier des anomalies de type délétion,
mutations, modification de 'épissage alter-
natif. La RT-PCR pourrait étre intéressan-
te pour une approche visant a détecter plu-
tot des anomalies qualitatives que quanti-
tatives. En effet, une augmentation ou une
diminution du niveau d’expression d’'une
molécule de signalisation ne signifie pas
pour autant une atteinte quelconque puis-
qu'a Pétat physiologique, le niveau d’ex-
pression varie de facon considérable dans
le cadre d’interactions cellulaires et en
particulier entre les cellules de Sertoli et
les cellules germinales au cours des diffé-
rentes phases de la spermatogenese.

2. Action in vitro des facteurs de crois-
sance et des cytokines sur le sperme
provenant de patients infertiles

A Tétat physiologique, & la sortie du testicu-
le, les spermatozoides sont incapables de
féconder l'ovule. Ils acquiérent leur pour-
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voir fécondant lorsqu’ils traversent le canal
épididymaire. Pour que la fécondation ait
lieu, il faut que les spermatozoides recon-
naissent la zone pellucide, s’y fixent, qu’ils
la pénétrent et qu’il y ait fusion avec la
membrane plasmique de 'ovocyte.

Différents travaux indiquent qu’au dela du
rble des cytokines sur la formation des sper-
matozoides, ces molécules peuvent affecter
I'état fonctionnel des gametes. TGFb, IL1,
I1L2, GM-CSF se sont révélés sans effets
particuliers sur la fonction des spermato-
zoides [24, 49]. Par contre, I'interféron a et t
ainsi que le TNFo ont un effet délétere sur
la mobilité des spermatozoides ainsi que sur
la pénétration dans la zone pellucide de
Povocyte [12, 53]. Cependant, le traitement
des hommes stériles par 'IFN a permis
d’améliorer le nombre et la mobilité des
spermatozoides [85]. Bien que ce travail
paraisse prometteur, d’autres travaux
demeurent nécessaires pour comprendre, en
particulier, 'apparente contradiction entre
les observations obtenues in vivo et in vitro.

Les facteurs de croissance ayant des récep-
teurs 4 tyrosine kinase mais probablement
aussi a sérine thréonine kinase pourraient
s’avérer intéressants dans le pourvoir fécon-
dant du spermatozoide et au moment de
I'interaction inter-gamétique. Parmi les fac-
teurs de croissance a récepteurs tyrosine
kinase d'intérét, TEGF/TGFq, les récepteurs
de PEGF sont présents sur les spermato-
zoides ou ils sont fonctionnels. Naz et al.
[50] ont observé une absence d’effet in vitro
de VEGF sur le pouvoir fécondant du sper-
matozoide (en présence de faibles concentra-
tions d’EGF) alors qu’ils observent en pré-
sence de fortes concentrations ’EGF un
effet inhibiteur sur la mobilité du spermato-
zoide, sur le taux de pénétration des ovo-
cytes (en Hamster test), sur la réaction acro-
somique spontanée ou induite par le cal-
cium ionophore. Ces résultats devront étre
confirmés. Les mémes auteurs ont utilisé de
PEGF recombinant dont la bioactivité au
niveau du plasma séminal doit &tre validé.



Tableau 3 : Effets du retrait ou de la surexpression des facteurs locaux sur la

spermatogenése.

MOLECULE

TYPE DE MUTATION CONSEQUENCES

TGFB (facteur inhibiteur de la spermatogenése)
IGF I (facteur stimulant la spermatogenése)

SCF ou son récepteur c-kit (systéme stimulant la
spermatogenése}

interféron y

surexpression stérilité [69]
retrait (knock-out) stérilité [42]
délétion stérilité [42]
surexpression stérilité [42]

Enfin, 'IL6 apparait comme une des molé-
cules intéressantes dans le cadre du traite-
ment de la stérilité masculine, puisque
cette cytokine a été détectée dans le plasma
séminal d’hommes infertiles a des taux éle-
vés (infections ?). Son action sur le pouvoir
fécondant des spermatozoides in vitro pré-
sente quelques intéréts. En effet, I'IL6
semble améliorer le pourcentage de formes
mobiles et augmenter la réaction acroso-
mique spontanée ou stimulée par le calcium
ionophore.

PROSPECTIVES

Différentes étapes cruciales nécessaires a
P'obtention de spermatozoides fonctionnels
semblent étre en relation avec les activités
pléiotropiques des facteurs de croissance
et des cytokines comme (a) la formation et
le développement de la gonade faetale, (b)
la mise en place de la spermatogenése a la
puberté, (c) 'acquisition du pouvoir fécon-
dant dés la sortie du testicule, (d) la pro-
tection des spermatozoides vis-a-vis des
systémes immunitaires male et femelle et
enfin (e) 'interaction avec le gamete
femelle. A la différence du systéme endo-
crinien, qui agit a distance, les facteurs de
croissance et les cytokines constituent un
systéme de contréle local c’est-a-dire que
ces facteurs exercent leurs activité biolo-
gique 1a ou ils sont produits. Il existe des
interactions étroites entre le systéme
endocrinien et le systéme local. D’une
part, en contrélant 'expression des fac-
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teurs de croissance et des cytokines (et
aussi de leurs récepteurs) dans le testicu-
le, le systéme endocrinien pourrait utiliser
le systéme local comme un relais, en parti-
culier pour réguler la spermatognése
(mitose, méiose, différenciation et apopto-
se). D’autre part, les facteurs locaux peu-
vent a leur tour amplifier ou inhiber I'ac-
tion des hormones et ce probablement afin
d’adapter finement I'action hormonale aux
besoins de la spermatogenése. Il est tout a
fait possible que les interactions hor-
mones-facteurs locaux soient beaucoup
plus importantes lors de la formation des
gametes (étape testiculaire) plutét que lors
de 'acquisition du pouvoir fécondant
(étape post-testiculaire).

Ainsi des anomalies potentielles affectant
I’expression et/ou 'action des facteurs
locaux a 'une de ces étapes, pourraient
entrainer une situation d’infertilité. Les
anomalies pourraient, en particulier,
rendre inefficace le systéme endocrinien
dont l'action est décisive pour la spermato-
genése. D’ailleurs des données expérimen-
tales de transgenése (knock-out ou surex-
pression) montrent qu'une expression
inadéquate de facteurs de croissance ou des
cytokines peut aboutir a la stérilité
(Tableau 3). Sachant qu’un trés grand
nombre d’infertilités, en particulier les oligo
et les azoospermies sécrétoires, restent
encore inexpliquées, il apparait donc impor-
tant d’essayer d’utiliser les connaissances
acquises sur ces facteurs pour tenter d’ex-
pliquer ces pathologies testiculaires.



Ces molécules sont recherchées dans le tissu
testiculaire, le plasma sanguin et le plasma
séminal. Le tissu testiculaire offre peut-étre
les possibilités les plus intéressantes pour
essayer d'identifier différents types d’anoma-
lies entrainant des pertes de fonctions du
ligand, du récepteur, du systéme de trans-
duction ou des facteurs de transcription uti-
lisés par les facteurs locaux pour contréler
I'expression de leurs génes cibles. Le plasma
sanguin pourrait s’avérer intéressant pour
détecter des molécules de signalisation pro-
venant de cellules de Sertoli. L’exemple de
Pinhibine B pourrait étre suivi par la mise
en évidence d’autres marqueurs intéres-
sants. Enfin, le plasma séminal, qui est le
résultat des sécrétions gonadiques et extra-
gonadiques, pourrait permettre d’identifier
des molécules marqueurs des différents
types d’oligo et d’azoospermies sécrétoires et
excrétoires. Dans ces cas, la coopération
entre le médecin, le biologiste et le chercheur
est décisive pour distinguer et classer les dif-
férents types d’oligo et d’azoospermies. Les
facteurs de croissance et les cytokines étant
avant tout des peptides, leur manipulation
et identification dans un milieu complexe
comme le plasma séminal, requiert néan-
moins énormément de précautions si 'on ne
veut pas s’exposer a des risques de mau-
vaises exploitations/interprétations des don-
nées obtenues.
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ABSTRACT

GROWTH FACTORS AND CYTOKINES
IN THE PHYSIOLOGY AND PATHO-

LOGY OF MALE GONADE

C. Mavubuir, S. HAMAMAH, B. LORAS,
M. BENAHMED

Since 4 years ago, intracytoplasmique
sperm injection (ICSI) represents a
new therapeutic approach of different
forms of male sterility including obs-
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tructives and spermatogenic failure
azoospermia. However, the evaluation
of the male infertility begins with the
study of semen characteristics particu-
larly sperm count and motility assess-
ment. However, testicular activites are
not only under the control of the neu-
roendocrine system but also under
that of local growth factors and cyto-
kines.

In this review, we report, in the first
part, the different observations indica-
ting the key role of growth factors and
cytokines in the fetal testis develop-
ment as well as in the differentiated
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functions, steroidogenesis and gameto-
genesis. In a second part, we report
the data, obtained by different teams,
related to the evaluation and/or
actions of these factors in infertile
men. Moreover, the low number of
data related to the use of these factors
in order to improve sperm fuction are
mentioned. Finally, in a prospective
context, we indicate some points
which seem of interest for elucidating
some aspects of growth factor and
cytokine role in fertility/infertility.

Key words : Testis, growth factors, cytokines,
male infertility, oligo and azoospermia.



