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RESUME

La délétion du récepteur aux estrogéenes
(estrogen receptor knock out i.e ERKO) chez
la souris male conduit a la stérilité suite a
une déficience de la gamétogenése associée a
des altérations du comportement sexuel. En
fonction de 'age, le développement testicu-
laire est de plus en plus anormal et les cel-
lules germinales dégéneérent. Les taux circu-
lants de gonadotropines et de testostérone ne
sont pas significativement plus élevés chez
les males ERKO ce qui suggére que les andro-
génes testiculaires exercent correctement
leur controéle sur les secrétions de gonadotro-
pines méme en absence d’aromatisation et
d’activation du récepteur aux estrogénes
(ER). La stérilité des souris miles ERKO n’est
pas la conséquence d’'une modification du
role des androgenes puique la morphologie
du tractus génital n’est pas altérée. Le com-
portement de monte des miles est normal
alors que Paccouplement et ’'éjaculation sont
séverement compromis.

Mots clés: ERKO, Reproduction, Récepteur estro-
géne, Souris.
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INTRODUCTION

Depuis toujours on attribue aux androgenes
testiculaires un réle régulateur dans le déve-
loppement maéle et les fonctions de reproduc-
tion. L'action des androgénes peut étre modu-
1ée directement par la liaison de la testostéro-
ne (T) ou de la dihydrotestostérone (DHT) au
récepteur des androgénes (AR) ou indirecte-
ment, via leur transformation en estrogénes
et Pactivation ultérieure de ER. Cette dernie-
re possibilité rend compte de nombreux effets
activateurs et «organisateurs» des androgénes
au niveau cérébral et du comportement des
maéles [16]. Alors que les effets cérébraux de
Pestradiol (E2) sur le comportement du maéle
sont bien acceptés, le role de I’ E2 endogene
dans les autres domaines de la physiologie
méle a été peu abordé. Cependant, le dévelop-
pement récent du modele ERKO chez la sou-
ris a permis d’apporter des renseighements
utiles quant au réle régulateur de I'E2 dans le
développement et les fonctions de reproduc-
tion chez la souris adulte tant au niveau cen-
tral (nerveux) que périphérique (gonades et
glandes annexes).

L'expression du géne codant pour le récepteur
aux estrogenes a été interrompue par l'inser-
tion d’'un marqueur spécifique du gene de la
néomycine dans le second exon du géne ER de
souris [9-11]. Les animaux hétérozygotes sont
fertiles et semblent normaux en dépit d’'une
expression 50% plus faible du taux de ER. Le



croisement des hétérozygotes donne des ani-
maux viables avec des génotypes qui suivent
les lois de Mendel [11]. Les méales homozy-
gotes pour la délétion du géne ER sont stériles
suite a des anomalies testiculaires et des alté-
rations du systéme nerveux affectant le com-
portement sexuel.

LES TESTICULES

Chez les méales ERKO le dysfonctionnement
testiculaire est progressif car les testicules
sont normaux a 10 jours d’4ge puis une dilata-
tion de la lumiére des tubes séminiféres appa-
rait au 20éme jour de la vie [3]. Chez les ani-
maux 4gés de 10 semaines, les testicules pré-
sentent une atrophie caractérisée par des
lumiéres de tubes séminiféres dilatées, une
taille des cellules épithéliales réduite, une
diminution de la spermatogenése et une
réduction du nombre des spermatozoides épi-
didymaires (nombre égal a 10% du type sau-
vage). Ces changements progressifs sont
orientés de la partie caudale vers la partie
apicale testiculaires. Il est important de souli-
gner qu’a un age ol la spermatogenése est
encore présente (8 semaines), le sperme des
souris ERKO présente in vitro une diminu-
tion de la capacitation [3]. Chez les males
adultes ERKO, la morphologie épididymaire
est normale alors que des modifications testi-
culaires sont observées. Le faible nombre de
spermatozoides enregistré chez les ERKO est
conflictuel par rapport aux résultats publiés
chez un homme présentant un syndrome de
résistance aux estrogénes oll le nombre de
spermatozoides se trouve dans la limite infé-
rieure de la normale [19]. Bien que la finalité
de ces données portant sur un seul patient soit
discutable, il serait intéressant de connaitre le
devenir de cette numération spermatique au
cours du temps afin de voir si une décroissan-
ce s’installe comme cela est observé dans le
modele ERKO.

Les causes de l’altération de la spermatogene-
se sont intéressantes a élucider. Puisque cette
rupture s’opére en présence de taux de FSH
circulante normaux (voir plus loin), il est
concevable que des effets locaux au niveau tes-
ticulaire plutét que des modifications systé-
miques des hormones soient mis en jeu. Le

premier signe de dilatation des tubes sémini-
feres apparait en méme temps que la forma-
tion des jonctions serrées Sertoli-Sertoli et la
mise en place de la barriere hémato-testiculai-
re. Cela ameéne donc a évoquer des anomalies
dans les interactions cellule-cellule et, par
conséquent, des altérations au niveau du flui-
de intratesticulaire et de la pression [3]. De
fait, des différences dans les molécules d’adhé-
sion impliquées dans la formation des jonc-
tions serrées peuvent étre envisagées puisque
d’une part, des travaux ont montrés que la
régulation des cadhérines est estrogéno-
dépendantes [12] et d’autre part, des données
préliminaires [Blaschuk, communication per-
sonnelle] indiquent que la N-cadhérine est
plus faiblement exprimée dans les testicules
des souris ERKO adultes.

LES HORMONES

Etant donné que I'E2 et la testostérone
contrdlent par feedback les productions de
GnRH et de gonadotropines [4, 6], les souris
ERKO devraient avoir des taux plus élevés de
gonadotropines. De fait, chez ’lhomme présen-
tant un syndrome de résistance aux estro-
génes, les taux sériques de LH et FSH sont
environ 2 fois plus élevés par rapport a la
valeur supérieure de la normale [19]. Cepen-
dant chez les souris méles ERKO, les concen-
trations de LH et de FSH ne sont que légeére-
ment supérieures (non significatif) par rapport
a celles des males controles [3]. De plus, les
expériences de castration et de supplémenta-
tions hormonales ont démontré que les traite-
ments a 'estradiol et la testostérone des cas-
trats sauvages sont efficaces pour restaurer a
des niveaux normaux (comparables a ceux de
la souris intacte) le contenu hypothalamique
en GnRH et le taux circulant de LH. Par
contre, le traitement par ’estradiol des souris
ERKO castrées s’est avéré inefficace tant pour
le contenu en GnRH que pour la LH circulante
alors que la testostérone et la DHT assurent
un retour a la normale des valeurs de GnRH
et diminuent la LH circulante (résultats non
publiés). Ces données suggérent que les
androgeénes testiculaires sont capables d’agir
via les AR pour réguler le GnRH et la LH et
donc, sont en accord avec les observations
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faites chez ’homme montrant des taux élevés
de LH dans les syndromes d’insensibilité aux
androgenes [5]. De la méme maniére, nos
résultats sont conformes a ceux observés
apres traitement par la T ou la DHT chez des
rats méles ou les taux circulants de LH sont
abaissés tout comme les contenus hypophy-
saires en ARNm codant pour la LHS [4].
Puisque les taux de FSH sont normaux chez
les ERKO cela implique que les androgénes ou
les inhibines sont efficaces pour réguler la
syntheése et la secretion de la FSH. Nous
sommes actuellement en train de préciser le
role des androgénes et des inhibines/activines
dans le contrdle de la FSH chez les souris
males ERKO.

La stéroidogenése testiculaire est normale
excepté que chez les souris ERKO le taux de
testostérone sérique soit 1,8 fois plus élevé [3].
Puisque les taux de LH circulants sont nor-
maux, cela suggére que les valeurs élevées de
testostérone sont la conséquence de I'absence
de régulation testiculaire (via les récepteurs
d’estrogénes) de la production de testostérone.
Cette régulation ultra-courte peut se faire a
travers le contréle du nombre de cellules de
Leydig pendant le développement, mais aussi
par des modifications au niveau des récep-
teurs LH et donc de la réponse leydigienne.
Des résultats préliminaires sont en faveur
d’'une augmentation des ARN messagers des
récepteurs LH et FSH (4-5 et 2-3 fois, respecti-
vement) dans les testicules des souris ERKO
(non publiés); ainsi il est donc possible que les
testicules de ces animaux soient plus sensibles
a la LH. Des études en fonction du développe-
ment ont démontré que les traitements in
utéro ou néonataux par des estrogénes modi-
fient la taille et la capacité de certains organes
androgéno-sensibles a répondre aux andro-
génes [1, 15, 17]. Certains de ces effets ont été
reliés a la diminution du taux d’AR et de 50
réductase; cependant, il reste a déterminer si
Pabsence de ER modifie la réponse androgé-
nique testiculaire. Chez les souris méles
ERKO et sauvages, nous sommes en train
d’évaluer la capacité stéroidogéne des testi-
cules en réponse aux gonadotropines, les
niveaux de récepteurs LH ainsi que les quan-
tités d’enzymes stéroidiennes.

GLANDES ANNEXES DU TRACTUS
GENITAL MALE

Bien que les males adultes ERKO soient sté-
riles et présentent des testicules plus petits
avec une spermatogenése altérée, il n'y a pas
de différence dans la taille, le poids ou la fonc-
tion des glandes annexes composant le tractus
génital tant en ce qui concerne les vésicules
séminales que la prostate [3]. Tous les organes
dérivés du canal de Wolff sont normaux et il
ne reste aucun vestige des canaux de Miiller.
Le développement normal de ces glandes
annexes (vésicules séminales, prostate et épi-
didyme) suggére que leur réponse androgé-
nique est normale méme si des altérations de
la fonction épididymaire sont possibles
puisque la capacitation des spermatozoides
des souris ERKO est compromise.

Alors que la morphologie apparente des
glandes annexes apparait normale, le sac cré-
mastérique est plus petit et le muscle crémas-
ter est épaissi a la fois chez les hétérozygotes
et les males ERKO [2]. Néanmoins, les testi-
cules des maéles quel que soit le génotype sont
réduits. Il est intéressant de noter que chez
les méles hétérozygotes et ERKO les testicules
sont remontés dans le sac inguinal ou I’abdo-
men. Ces résultats suggérent que soit les
taux faibles ou ’absence de ER, pourraient
influencer trés finement la regression du
gubernaculum; de plus il se pourrait que la
descente testiculaire soit altérée en raison des
effets sur le nerf genitofémoral et / ou la pro-
duction du peptide apparenté a la calcitoni-
ne[8]. La encore, il reste a établir si ces effets
sont diis a l'action directe des estrogénes dans
ces tissus cibles ou bien a un effet indirect via
la réponse androgénique.

LE COMPORTEMENT MALE

L’aromatisation de la testostérone est essen-
tielle pour la masculinisation des noyaux
hypothalamiques impliqués dans le contrdle
du comportment sexuel et 'agressivité [16].
Les études initiales réalisées sur le comporte-
ment des méales ERKO ont révélés que les ani-
maux présentaient des comportements de
monte normaux tout comme le temps de laten-
ce pour la premiére monte. Cependant 'accou-
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plement et I’éjaculation sont sévérement alté-
rés [13]. Des études complémentaires sur le
comportement de reproduction ont montré que
les pelotes vaginales n'ont été retrouvées que
dans 2 cas sur 15, mettant en évidence un
sérieux probléme d’accouplement [3]. Ces don-
nées confirment que les androgénes via les
AR, sont responsables des comportements de
monte alors que I'accouplement et ’éjaculation
sont régulés et / ou activés par les estrogenes
via les ER chez la souris male. Il serait inté-
ressant de savoir si ces déficits sexuels sont
diis 4 des modifications centrales (noyau pré-
optique / hypothalamique antérieur ou noyau
spinal) ou périphériques (muscles impliqués
dans les réflexes péniens).

Dans les tests d’agressivité vis a vis d’'un ani-
mal étranger, les souris males ERKO présen-
tent des taux d’attaques plus faibles; de plus,
ils ont des comportements agressifs plus
proches de ceux des femelles sauvages [13].
Ainsi ces obesrvations démontrent clairement
que les mécanismes mis en jeu dans le déclen-
chement et l'intensité du comportement agres-
sif sont estrogéno-dépendants.

Les altérations du comportement chez les
méales ERKO suggérent que ces animaux
seraient un bon modéle pour analyser les
effets des estrogénes dans le développement
du cerveau et la mise en place des comporte-
ments sexuels spécifiques. Des travaux sont
en cours pour examiner ces différences dans la
mise en place estrogéno-dépendante du syste-
me nerveux afin de comprendre l'origine des
pathologies comportementales des males
ERKO. Toutefois a I’heure actuelle le seul
changement important observé chez ces males
ERKO [18] est la féminisation des noyaux de
Paire périventriculaire antéroventrale (AVPv)
.L’AVPv a été impliquée dans la régulation de
la secrétion des gonadotropines et est reliée au
sexe, car les femelles possédent plus de cel-
lules et de fibres exprimant la tyrosine
hydroxylase (TH), une enzyme impliquée dans
la synthése de dopamine. Les noyaux de I'aire
AVPv des males ERKO ressemblent a ceux des
femelles sauvages en ce qui concerne le
nombre de cellules TH positives [18].

CONCLUSIONS

Le modele souris ERKO a permis d’apporter
des éclaircissements quant au role des estro-
génes dans la physiologie de la reproduction
chez le male. Cependant, il est difficile de
déterminer si un phénotype donné est la
conséquence dune absence locale d’effet des
ER ou de modifications dans les taux circu-
lants d’hormones ou de facteurs de croissance.
De plus, dans le modele ERKO, il est actuelle-
ment impossible de distinguer les effets sur le
développement de ceux sur activation pour ce
qui est de la délétion de ER. En conséquence il
serait important de développer de nouvelles
lignées de souris chez lesquelles 'expression
de ER est reciblée dans des organes spéci-
fiques de la lignée ERKO. En somme, notre
approche vise le développement de modéles
knockout tissu-spécifiques et inductibles afin
d’avoir des outils pour définir avec précision
les sites exacts et a quel moment les estro-
génes et les ER interviennent dans la régula-
tion du développement reproducteur et la phy-
siologie chez le méle.
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ABSTRACT

Alterations in male reproduction in estrogens
receptor knock out mice

K.KORACH, J. LINDZEY

In male mice, ER disruption causes infertility
due to deficiencies in both gametogenesis
and sexual behavior. An age dependent deve-
lopment of testicular dysmorphogenesis
results in a progressive loss of germ cells. Cir-
culating gonadotropins and testosterone are
not appreciably higher in ERKO males, indi-
cating that testicular androgens can effecti-
vely exert feedback on gonadotropins in the
absence of aromatization and activation of
ER. Infertility in male mice ERKOs does not
appear to be a result of compromised andro-
gen hormone action since the morphology of
male reproductive tract organs is largely
unaffected. Mounting behavior of ERKO
males is normal whereas the ability to intro-
mit and ejaculate is severely compromised.

Key words: ERKO, Reproduction, Estrogen Recep-
tor, Mice.
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