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Résumé 

L’incidence des troubles de la fertilité augmente depuis de nombreuses années et 

concerne actuellement 10 à 15 % des couples dans le monde. Dans 30 % des cas d’infertilité 

d’origine masculine, les causes restent inexpliquées. Dans le cadre de la recherche de nouvelles 

causes mises en jeu, une association entre les troubles hépatiques (corrélés à une augmentation 

des taux plasmatiques d’acides biliaires) et les troubles de la fertilité a été observée. Un impact 

délétère des acides biliaires, dépendant du récepteur membranaire TGR5, sur la physiologie 

testiculaire et, à terme, sur la fertilité a été démontré. L’ensemble de ces données a mené à 

l’étude des rôles du récepteur TGR5 dans la physiologie et la physiopathologie testiculaires.  

Le rôle de TGR5 a été étudié dans la spermatogenèse en réponse à un traitement de 

chimiothérapie (le busulfan) sur un modèle murin. Le busulfan est une molécule couramment 

utilisée dans l’étude de la spermatogenèse. Nos résultats montrent que l’invalidation du gène 

codant pour TGR5 chez la souris permet de minimiser les effets délétères à long terme de la 

chimiothérapie. A l’inverse, l’activation de TGR5, induite par un régime supplémenté en acide 

cholique, en parallèle du traitement au busulfan, conduit à un retard dans le redémarrage de la 

spermatogenèse. Des analyses transcriptomiques ont mis en évidence que la protection induite 

par l’invalidation du gène codant pour TGR5 est associée à la surexpression de Glis2. Cette 

surexpression permet de contrecarrer les effets du busulfan sur l’activation de la voie de 

signalisation TP53, associée à l’apoptose des cellules germinales.  

Par ailleurs, l’implication de TGR5 dans les cancers germino-testiculaires a été évaluée 

in silico et in vitro. Une dérégulation des gènes de pluripotence, impliqués dans le 

développement des cancers germino-testiculaires, et une diminution de la prolifération 

cellulaire ont été observées en l’absence de TGR5. Ces résultats suggèrent que TGR5 pourrait 

être impliqué dans le développement des cancers germino-testiculaires.  

L’ensemble des travaux réalisés suggère que (1) TGR5 est un acteur majeur dans la 

spermatogenèse après un dommage testiculaire induit par un traitement anti-cancéreux, (2) 

TGR5 joue un rôle clé dans l’homéostasie des cellules germinales souches testiculaires, (3) 

TGR5 pourrait être impliqué dans le développement du cancer testiculaire. 

Mots clés : Spermatogenèse, TGR5, Acides biliaires, Cancer testiculaire, Chimiothérapie. 

  



 
 

Abstract 

The incidence of fertility disorders has been increasing for many years and currently 

affects 10 to 15 % of couples worldwide. In 30 % of male infertility cases, the causes remain 

unexplained. In the search for new causes, an association between liver disorders (correlated 

with an increase in plasma bile acid levels) and fertility disorders has been observed. A 

deleterious impact of bile acids, through their G-protein coupled receptor TGR5, on testicular 

physiology and, ultimately on fertility has been demonstrated. All these data led to the study of 

the roles of TGR5 on testicular physiology and pathophysiology.  

The role of TGR5 on germ cell lineage was studied in mouse model in response to 

chemotherapy treatment using busulfan, which is commonly used in the study of 

spermatogenesis. Our results show that the invalidation of the gene coding for TGR5 in mice 

minimizes the long-term deleterious effects of chemotherapy. Conversely, the activation of 

TGR5, induced by a cholic acid supplemented diet, in parallel with busulfan treatment, leads to 

a delay in the reappearance of spermatogenesis. Transcriptomic analyses have shown that the 

protection induced by the invalidation of the gene coding for TGR5 is associated with the 

overexpression of Glis2. This overexpression counteracts the effects of busulfan on the 

activation of the TP53 signaling pathway, associated with germ cell apoptosis.  

Furthermore, the involvement of TGR5 in germ cell cancers was evaluated in silico and 

in vitro. A deregulation of the expression profile of pluripotency genes, known to be involved 

in the development of testicular germ cell cancer, and a decrease in cell proliferation were 

observed in the absence of TGR5. These results suggest that TGR5 may be involved in the 

development of testicular germ cell cancer.  

Taken together, these findings suggest that (1) TGR5 is a major player in 

spermatogenesis after chemotherapy-induced testicular damage, (2) TGR5 plays a key role in 

testicular spermatogonial stem cell homeostasis, (3) TGR5 might be involved in testicular germ 

cell cancer. 

Key words: Spermatogenesis, TGR5, Bile acids, Testicular cancer, Chemotherapy. 
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Figure 1 : Méta-analyse de la concentration en spermatozoïdes selon la fertilité et la
localisation géographique. Unselected : non sélectionné selon la fertilité ; Fertile : uniquement
les patients fertiles ; Western : Amérique du Nord, Europe, Australie et Nouvelle-Zélande ;
Other : Amérique du Sud, Asie et Afrique.
D’après Levine et al., 2017
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Figure 2 : Variation du nombre de spermatozoïdes présentant une forme morphologique
normale.
D’après Rolland et al., 2013
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Avant-propos 

 Depuis de nombreuses années, l’incidence des troubles de la fertilité augmente, touchant 

actuellement 10 à 15 % des couples dans le monde (Boivin et al., 2007; Datta et al., 2016). 

D’après l’organisation mondiale de la santé (OMS), un couple est considéré comme stérile s’il 

présente l’incapacité d’obtenir une grossesse après douze mois de rapports non protégés en 

l’absence de contraception (Zegers-Hochschild et al., 2009). 

 Plusieurs études ont démontré que, chez 50 % des couples présentant des troubles de la 

fertilité, le facteur masculin entre en jeu et que dans 20 % des cas il en est la seule cause. Chez 

40 % des patients atteints de stérilité masculine, un défaut d’acheminement des spermatozoïdes 

dans les voies génitales est observé : il s’agit d’anomalies excrétoires. Pour 60 % des hommes 

atteints de défaut de fertilité, il s’agit de troubles sécrétoires c’est-à-dire d’une altération de la 

production de spermatozoïdes par le testicule (Slama et al., 2012). L’ensemble de ces troubles 

est de plus en plus fréquent : la qualité et la quantité de spermatozoïdes dans l’éjaculat sont en 

constante diminution depuis les années 1990 (Levine et al., 2017; Rolland et al., 2013; Virtanen 

et al., 2017) (Figures 1 et 2).  

 Il existe de nombreuses causes de stérilité : l’une des principales concerne les altérations 

génétiques (Ferlin et al., 2006). Des anomalies chromosomiques, telles que celles retrouvées 

dans le syndrome de Klinefelter (présence d’un chromosome X surnuméraire), peuvent être 

mises en cause tout comme les mutations et les polymorphismes retrouvés sur de nombreux 

gènes tels que ceux codant les protéines CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance 

Regulator), AR (Androgen Receptor ; NR3C4) ou SF-1 (Steroidogenic Factor-1 ; NR5A1) 

(Ferlin et al., 2019). Plus récemment, il a été largement décrit que les facteurs 

environnementaux étaient également impliqués (Bendayan et al., 2018). L’exposition à des 

xénobiotiques tels que le bisphénol-A (BPA) ou encore les pesticides a un impact délétère 

majeur sur la fertilité. En effet, des données épidémiologiques ont mis en évidence une 

association entre une exposition au BPA et une diminution de la concentration (Ji et al., 2018) 

et de la qualité des spermatozoïdes (Radwan et al., 2018). 

  Cependant, dans environ 30 % des cas d’infertilité masculine, les causes restent 

inexpliquées (Cavallini, 2006; Fainberg and Kashanian, 2019). Il apparaît donc essentiel 

d’appréhender la physiologie testiculaire afin de mieux comprendre les causes encore 

inconnues des troubles de la fertilité.  
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Dans le cadre de la recherche de nouvelles causes associées aux troubles de la fertilité, 

une association entre les troubles hépatiques (correlés à des modulations des taux plasmatiques 

d’acides biliaires) et les troubles de la fertilité a été observée (Mooradian et al., 1985). Dans des 

modèles animaux, ces troubles hépatiques conduisent à des troubles de la fertilité via une 

atteinte testiculaire (Van Thiel et al., 1985). Des études récentes ont mis en évidence l’impact 

délétère des acides biliaires sur la fertilité impliquant les récepteurs principaux des acides 

biliaires TGR5 (Takeda G protein-coupled Receptor 5) et FXR�
�Farnesoid-X Receptor Alpha, 

Nr1h4) (Baptissart et al., 2014; Martinot et al., 2017).  

De plus, l’infertilité est un facteur de risque associé au développement des cancers 

testiculaires. En effet, le syndrome de dysgénésie testiculaire (TDS, Testicular Dysgenesis 

Syndrome), qui est associé à une qualité de spermatozoïdes amoindrie, à l’hypospadia et à des 

défauts de descente testiculaire, est également associé au risque de développement de cancer 

testiculaire (Selvi et al., 2020; Skakkebaek et al., 2001). 

L’ensemble de ces données nous a donc conduit à l’étude des rôles du récepteur TGR5 

dans la physiologie et la physiopathologie testiculaires afin de mieux comprendre les causes 

d’infertilité, mais également d’appréhender l’étiologie des cancers germino-testiculaires qui 

reste très mal connue à l’heure actuelle.  

  



Figure 3 : Accumulation des transcrits de TGR5 dans les différents tissus chez l’Homme.
D’après The Human Protein Atlas.

Domaine 
transmembranaire
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unités �, �, �)

Domaine 
N-terminal

Domaine C-
terminal

Figure 4 : Structure des récepteurs couplés aux protéines G.
Les récepteurs couplés aux protéines G présentent un domaine N-terminal et un domaine C-
terminal, ils possèdent 3 domaines extracellulaires et 3 domaines intracellulaires ainsi que 7
domaines transmembranaires. Ils sont couplés aux protéines G qui présentent 3 sous unités (�,
�, �).
D’après http://biorender.com
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Partie 1. Le récepteur membranaire des acides biliaires : TGR5 (GPBAR1) 

A. Le récepteur TGR5 

 Le récepteur TGR5 (Takeda G protein-coupled Receptor 5) est un membre de la classe 

1 des récepteurs membranaires couplés aux protéines G (GPCR : G Protein-Coupled Receptor), 

également connu sous le nom GPBAR1 (G Protein-coupled Bile Acid Receptor 1). 

1. Identification et expression 

 Le récepteur TGR5 a été identifié in silico dans le cadre de la recherche de nouveaux 

GPCR sur la base de leur homologie de séquence en acides aminés, ce qui a permis d’isoler le 

gène codant pour TGR5 (TGR5) en 2002 et 2003 (Kawamata, 2003; Maruyama et al., 2002). 

Ce récepteur a ensuite été classé comme le membre fondateur des récepteurs aux acides biliaires 

couplés aux protéines G (Foord et al., 2005). 

 L’expression protéique de TGR5 est ubiquiste mais ce dernier est retrouvé à des taux 

plus importants dans l’épithélium de la vésicule biliaire, de l’intestin (iléon et colon 

majoritairement), du muscle squelettique ainsi que du tissu adipeux brun. Il est exprimé 

également au sein de différents types cellulaires hépatiques à l’exception des hépatocytes 

(Keitel et al., 2007, 2008) bien que l’expression de TGR5 ait été démontrée dans une lignée 

cellulaire de carcinome hépatocellulaire (Yang et al., 2007). Chez l’humain, TGR5 est retrouvé 

dans les cellules immunitaires, particulièrement dans les monocytes (Kawamata, 2003). Des 

taux d’ARNm (Acide Ribonucléique Messager) de TGR5 ont également été détectés dans de 

nombreux organes tels que le petit intestin, l’estomac, le foie, les poumons, le placenta et la rate 

(Keitel et al., 2007; Tiwari and Maiti, 2009). Par ailleurs, la présence de transcrits de Tgr5 a été 

mise en évidence également dans les testicules murins (Baptissart et al., 2014; Vassileva et al., 

2006) et humains (Kawamata, 2003) (Figure 3). 

2. Structure et isoformes 

 TGR5 est une protéine de 35kDa (Kilo DAlton) qui fait partie des récepteurs couplés 

aux protéines G, constitués de 7 domaines transmembranaires (possédant chacun une sous-unité 

�

����
����-������
�
��
����
����
������
��
�����
��� de trois domaines extracellulaires, trois 

domaines intracellulaires et d’un domaine N-terminal et C-terminal (Figure 4). 

 Les protéines G couplées à ces récepteurs sont divisées en plusieurs sous-unités 

également. La sous-�����
�
���
����������
��
���"��
#$��'��<�
��
'�"�#���
��
���������
=
>




GPCR

ATP
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Adenylate
cyclase

PKACREB
P

Agoniste

Figure 5 : Signalisation des GPCRs via la cascade de signalisation AMPc, PKA et CREB.
L’activation d’un GPCR par son agoniste va entraîner l’activation des protéines G. Les
protéines G sont divisées en 3 sous-unités : �, �, �. La sous-unité � permet l’ancrage du
complexe à la membrane. La sous-unité � est liée au GDP et au récepteur, après fixation d’un
ligand le changement de conformation du récepteur va conduire à l’activation de la protéine G-
� conduisant à la transformation de la GDP en GTP. Ces protéines G vont activer l’adénylate
cyclase permettant le formation de l’AMPc à partir d’ATP. L’AMPc conduit à l’activation de la
PKA qui va phosphoryler le facteur de transcription CREB conduisant à l’activation de gènes
cibles.
GPCR : G Protein-Coupled Receptor ; AMPc : Adénosine MonoPhosphate Cyclique ; PKA :
Protein Kinase A ; CREB : cAMP Response Element-Binding protein ; GDP : Guanosine
DiPhosphate ; GTP : Guanosine TriPhosphate ; ATP : Adénosine TriPhosphate.
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la membrane, alors que les sous-������
�
��
�
����
��������#�� (Birnbaumer, 1990). La sous-

�����
�
���
associée à la GDP (Guanosine DiPhosphate) ; en l’absence de signal ce complexe 

est lié au récepteur. Après fixation d’un ligand, le récepteur change de conformation et est 

internalisé dans le cytoplasme, ce qui entraîne l’activation de la protéine G-�, conduisant à la 

transformation de la GDP en GTP (Guanosine TriPhosphate) et à la dissociation de la protéine 

G-�
����
���
#���
>
#�
=�@�
���
���������
=-�
��
=-�
(Masters et al., 1986). Les complexes GTP-

�
��
�-�
��
����[���
��'���
>
#�
"�"�����
�#��"����
��

\���#�"���

#$�'��[���
��
#�
����-unité 

�
��
���"���
���
#$�����#���
��
=�@-�
���
��[����
��
=]@-�
��
��
��-associe avec les sous-

������
�
��
�
et avec le récepteur inactif. 

L’activation d’une protéine G peut conduire à la production de nombreux messagers 

secondaires. L’une des cibles majeures des protéines G est l’adénylate cyclase, une enzyme 

associée à la membrane qui est activée par la fixation de la GTP-�^
_$adénylate cyclase catalyse 

la synthèse de l’AMPc (Adénosine MonoPhosphate Cyclique) à partir d’une molécule d’ATP 

(Adénosine Triphosphate). L’AMPc conduit à l’activation de la protéine kinase A (PKA) qui 

entraîne l’activation du facteur de transcription CREB (cAMP Response Element-Binding 

protein) (Figure 5). Les protéines G peuvent également activer les voies MAPK (Mitogen-

Activated Protein Kinase) et PI3K (PhosphatidylInositol-4,5-bisphosphate 3-Kinase), 

conduisant respectivement à la phosphorylation des ERKs (Extracellular signal-Regulated 

Kinases) et de la protéine kinase B (PKB). 

Chez l’Homme, TGR5 est codé par un gène constitué de deux exons. L’homologue 

murin n’en présente qu’un. Il existe peu de polymorphismes décrits. On retrouve le variant SNP 

(Single Nucleotide Polymorphism) annoté rs11554825 qui conduit à la perte de fonction de 

signalisation du récepteur, associé au développement pathologique d’inflammation des voies 

biliaires (Hov et al., 2010). En effet, ce variant de TGR5 a été associé à des cas de cholangite 

sclérosante primitive et de colite ulcéreuse, suggérant qu’il pourrait entraîner une susceptibilité 

au développement de ces pathologies, et ce, bien que cet effet n’ait pas été démontré 

génétiquement (Hov et al., 2011). De plus, une étude plus récente a mis en évidence que ce SNP 

pouvait prédisposer à des modifications du transit au sein du colon et à l’excrétion d’acides 

biliaires (Camilleri et al., 2014). 

3. Ligands 

TGR5 a tout d’abord été décrit comme un récepteur orphelin. Afin d’identifier ses 

ligands, une co-transfection d’un gène rapporteur AMPc couplé à la luciférase avec un vecteur 



Classification Ligands EC50 (μM)

Acides biliaires

Primaires
CDCA 4,43

CA 7,72

Secondaires
DCA 1

LCA 0,53

Conjugués Tauro-LCA 0,29

Autres composés
Acide linolénique ND

Acide oléanolique 1,42

Analogues synthétiques
INT-777 1,42

RO5527239 1,59

Tableau 1 : Différents ligands de TGR5, classification de ces ligands et leurs EC50 en μM.
Le ligand naturel préférentiel de TGR5 est l’acide lithocholique (LCA) tauro-conjugué qui
présente un EC50 de 0,29μM. Les acides biliaires secondaires sont les ligands principaux de
TGR5 mais il peut également être activé par les acides biliaires primaires. Il existe d’autres
composés capables d’activer TGR5 tels que l’acide linolénique et l’acide oléanolique. Des
analogues synthétiques : l’INT-777 et le RO5527239 sont également disponibles.
CDCA : ChenoDeoxyCholic Acid, CA : Cholic Acid, DCA : DeoxyCholic Acid, LCA :
LithoCholic Acid, ND : non déterminé.
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d’expression de TGR5 a été réalisée dans des lignées cellulaires (humaine, HEK295 ou de 

rongeur, CHO) (Kawamata, 2003; Zhong, 2010). L’activité luciférase a été étudiée en réponse 

à de nombreux composés afin d’étudier la production d’AMPc correspondant à l’activation de 

TGR5 (Kawamata, 2003). Les acides biliaires sont alors apparus comme les ligands 

préférentiels de TGR5, bien que des ligands secondaires soient également décrits. 

Les acides biliaires secondaires LCA (LithoCholic Acid) et DCA (DeoxyCholic Acid) 

sont les agonistes de TGR5 les plus efficaces, leur EC50 (half maximal Effective Concentration) 

est respectivement de 0,53 et 1μM. Les acides biliaires primaires CDCA (ChenoDeoxyCholic 

Acid) et CA (Cholic Acid) présentent un EC50 de 4,43 et 7,72μM (Kawamata, 2003). Par 

ailleurs, les dérivés tauro-conjugués présentent une affinité plus importante pour TGR5. Le 

ligand ayant le plus fort pouvoir activateur est le tauro-LCA, dont l’EC50 est de 0,29μM 

(Tableau 1). 

Il existe cependant d’autres composés, tels que l’acide linolénique (EC50 : ND) et l’acide 

oléanolique (EC50 : 1,42μM), qui ont été identifiés comme des ligands de TGR5 bien que leurs 

affinités soient plus faibles (Sato et al., 2007). De plus, certains intermédiaires métaboliques 

stéroïdiens tels que la progestérone ou la pregnandione sont également capables d’induire dans 

une moindre mesure l’activité de TGR5. L’acide oléanolique est utilisé dans le cadre 

d’approches pharmacologiques (Sato et al., 2007) et un analogue semi-synthétique, l’INT-777 

(EC50 : 1,42μM), est également largement utilisé (Pellicciari et al., 2009; Rizzo et al., 2010). 

Un autre agoniste sélectif de TGR5, le RO5527239 synthétisé par analogie aux acides biliaires, 

est utilisé (EC50 : 1,59μM) et peut être administré oralement (Dehmlow et al., 2013; Ullmer et 

al., 2013).  

a) Rôles des acides biliaires 

 Les acides biliaires sont les molécules qui constituent majoritairement la bile (70 %), ils 

représentent la principale source d’élimination du cholestérol. Lors d’un repas, leur libération 

au sein du tractus digestif permet la solubilisation et l’émulsion des graisses, conduisant ainsi à 

la digestion (Hofmann, 1999; Monte, 2009). 

 Au-delà de leur rôle physico-chimique, les acides biliaires sont également des molécules 

de signalisation qui agissent en activant différents récepteurs, dont les principaux sont le 

récepteur nucléaire FXR�
(Farnesoid X Receptor Alpha) et le récepteur membranaire TGR5 

(GPBAR1). Ces récepteurs assurent de nombreuses fonctions, ils sont notamment à l’origine 



Figure 6 : Schéma de la synthèse des acides biliaires.
Les acides biliaires sont synthétisés dans le foie à partir du cholestérol. La voie de synthèse
classique est initiée par le cytochrome CYP7A1 alors que la voie de synthèse alterne nécessite
le cytochrome CYP27A1. Dans la voie alterne, le cholestérol est ainsi converti en dérivés
oxystérols. L’étape d’initiation de la voie alterne est dépendante de l’enzyme CYP7B1. Les
composés oxydés sont ensuite convertis par la 3�HSD avant d’être pris en charge par CYP8B1
qui conduira à la production d’acide cholique (CA). En l’absence de CYP8B1, il y aura
production d’acide chénodésoxycholique (CDCA).
D’après Baptissart Marine, thèse, 2014
CYP7A1 : CYtochrome P450 family 7 subfamily A member 1 ; CYP27A1 : CYtochrome P450
family 27 subfamily A member 1 ; CYP7B1 : CYtochrome P450 family 7 subfamily B member 1
; 3�HSD : 3�-Hydroxy-�5-c27-Steroid-oxidoreDuctase ; CYP8B1 : CYtochrome P450 family 8
subfamily B member 1
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de la régulation des métabolismes glucidiques, lipidiques et énergétiques. Ils jouent également 

un rôle clé dans la modulation des processus liés à l’inflammation et à l’immunité. 

 En plus de leurs actions par ces deux récepteurs principaux, les acides biliaires sont 

également capables d’activer les récepteurs PXR (Pregnane X Receptor) (Staudinger et al., 

2001), CAR (Constitutive Androstane Receptor) ou VDR (Vitamin D Receptor) (Makishima, 

2002), qui sont impliqués dans les mécanismes de détoxication des acides biliaires et dans 

l’élimination de polluants ou de xénobiotiques (Sonoda et al., 2002; Staudinger et al., 2001; Xie 

et al., 2001). 

b) Synthèse des acides biliaires 

 Le foie exprime les 17 enzymes nécessaires à la synthèse des acides biliaires primaires 

(CA, acide cholique et CDCA, acide chénodésoxycholique). La synthèse des acides biliaires 

primaires résulte d’une succession de modifications enzymatiques du noyau et de la chaîne 

carbonée du cholestérol, (Russell, 2003) catalysées dans différents compartiments des 

hépatocytes (microsomes, mitochondries, cytosol, peroxysomes). Deux voies de synthèse (la 

voie classique et la voie alternative) associées à différents intermédiaires métaboliques et 

enzymatiques sont mises en jeu (Figure 6). 

i. Initiation 

 La voie classique est initiée par la cholestérol-`�-hydroxylase (CYP7A1, CYtochrome 

P450 family 7 subfamily A member 1) qui '��[�����
 #�
 '��#������#
 ��
 ����[�
 `�-hydroxy-

cholestérol (Russell, 2003). Cyp7a1 est présent essentiellement dans le foie et est l’une des 

enzymes majeures de la synthèse des acides biliaires (Schwarz et al., 1996). Son expression 

permet de maintenir l’homéostasie des acides biliaires et du cholestérol. Les modèles murins 

invalidés pour Cyp7a1 présentent une mortalité importante au cours des 3 premières semaines 

de vie où 85 % des souriceaux meurent d’une insuffisance hépatique et d’un défaut d’absorption 

intestinale des lipides et des vitamines (Ishibashi et al., 1996). Cette étude a permis de mettre 

en évidence que la voie classique conduit à la production de 75% des acides biliaires chez la 

souris et à plus de 90 % chez l’Homme (Schwarz et al., 1996).  

 La voie alternative nécessite la production de dérivés oxystérols tels que le 27-

hydroxycholestérol, qui est converti à partir du cholestérol par l’enzyme mitochondriale stérol 

27-hydroxylase (CYP27A1, CYtochrome P450 family 27 subfamily A member 1) (Russell, 

2003). Le 27-hydroxycholestérol subit une hydroxylation supplémentaire catalysée par le 
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cytochrome CYP7B1 (CYtochrome P450 family 7 subfamily B member 1) conduisant à la 

\��"�����
��
`�
{`-dihydroxycholestérol (Norlin et al., 2000; Rose et al., 1997). 

ii. Production des acides biliaires 

 A l’issue de l’étape d’initiation, les deux voies conduisent à la production de dérivés 

stérols oxydés en position C7 qui seront tous convertis en forme 3-���
|}
���
#�
~�-hydroxy-

}�-C27-steroid-oxidoreductase (~���]7, ��-hydroxy-��-C27-steroid-oxidoreductase) 

(Russell, 2003). L’enzyme 12-�-hydroxylase (CYP8B1, CYtochrome P450 family 8 subfamily 

B member 1) conduira à la synthèse de CA (Chiang, 2009). En son absence, la synthèse aboutira 

à la production de CDCA. CYP8B1 déterminera de cette manière la composition finale du pool 

d’acides biliaires. Les dernières étapes conduisant à la synthèse des acides biliaires primaires 

sont l’oxydation et le raccourcissement progressifs de la chaîne latérale du cholestérol (Russell, 

2003).  

c) Conjugaison 

 Avant leur excrétion par les hépatocytes, les acides biliaires sont conjugués à des résidus 

aminés (taurine ou glycine) permettant la production respectivement des sels biliaires tauro ou 

glyco-conjugués (Russell, 2003). Ceux-ci acquièrent ainsi une structure physico-chimique de 

type amphipatique étant donné qu’ils possèdent à la fois un groupement hydrophile et un 

groupement hydrophobe, ce qui leur confère une propriété émulsifiante. Cette réaction de 

conjugaison est catalysée par les enzymes Bile Acid:Coa Synthase (BACS) et Bile Acid:Amino 

acid Transferase (BAAT) exprimées dans les hépatocytes (Falany et al., 1994). La proportion 

entre les acides biliaires glyco et tauro-conjugués dépend de la disponibilité de chacun de ces 

acides aminés, mais la conjugaison aux résidus glycine est majoritaire en condition 

physiologique, représentant environ 75 % du pool d’acides biliaires conjugués chez l’Homme 

(Humbert et al., 2012). La conjugaison des acides biliaires permet de diminuer leur toxicité, il 

s’agit d’une étape nécessaire à leur solubilisation dans la bile. Au pH physiologique, les acides 

biliaires sont complexés avec des ions sodium, ils portent alors le nom de « sels biliaires ». 

 L’excrétion des acides biliaires primaires par les hépatocytes est associée à celle des 

autres constituants de la bile : cholestérol et phospholipides. Stockés dans la vésicule biliaire, 

les acides biliaires primaires sont déversés au sein du duodénum au cours d’un repas. La 

contraction de la vésicule biliaire est sous la dépendance de l’action de la cholécystokinine 

(CCK, CholeCystoKinin), hormone libérée au niveau de l’intestin en présence de graisses et de 
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Vésicule biliaire

Entérocytes (iléon)
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Figure 7 : Schéma du cycle entéro-hépatique.
Les acides biliaires primaires sont synthétisés au niveau du foie dans les hépatocytes à partir du
cholestérol. Ces acides biliaires sont conjugués pour être stockés dans la vésicule biliaire. Au
cours d’un repas, sous l’action de la CCK, les acides biliaires primaires sont libérés au sein du
duodénum. Une partie des acides biliaires primaires sont réabsorbés dans les entérocytes au
niveau de l’iléon par le transporteur ASBT, ils seront ensuite pris en charge par la protéine
IBABP afin de les conduire jusqu’à la membrane baso-latérale des entérocytes où le
transporteur OST�/� permettra leur excrétion par la veine porte. Les autres acides biliaires
seront convertis en acides biliaires secondaires par le microbiote intestinal et ils traverseront la
barrière entérocytaire par diffusion passive avant d’être réabsorbés dans la veine porte. Dans le
foie, les hépatocytes expriment les transporteurs NTCP et OATP qui permettront aux acides
biliaires d’être réabsorbés, constituant ainsi le cycle entéro-hépatique qui se déroule entre 4 et
12 fois par jour.
CCK : CholeCystoKinin ; ASBT : Apical Sodium-dependent Bile acid coTransporter ; IBABP :
Ileal Bile Acid Binding Protein ; OST�/� : Organic Solute Transporter ��� ; NTCP : Na+
dependent Taurocholate Cotransport Peptide; OATP : Orgnic Anion TransPorter.

CCK
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protéines alimentaires (Marciani et al., 2013). En présence de lipides, les sels biliaires 

s’organisent sous forme de micelles qui facilitent l’action des lipases et le passage de composés 

lipidiques simples (triglycérides, vitamines liposolubles, cholestérol) à travers la barrière 

intestinale.  

d) Biotransformation intestinale 

 Au cours de leur transit intestinal, les acides biliaires primaires vont subir des 

modifications structurales réalisées par la flore bactérienne. Les modifications majeures seront 

#�
��'����<�����
��
#�
`�-déhydroxylation (Ridlon et al., 2006). Ces réactions sont catalysées 

par des Bile Salt Hydrolases (BSH) exprimées par différentes espèces de bactéries anaérobies 

intestinales. Une partie des acides biliaires déconjugués sera absorbée par les entérocytes et 

redirigée vers le foie où ces acides biliaires seront reconjugués. La déconjugaison est un pré-

������
 ����
 #�
 `�-déhydroxylation restreinte aux acides biliaires libres (Batta et al., 1990; 

Stellwag and Hylemon, 1979). Cette étape enzymatique réalisée par l’action d’enzymes de la 

flore intestinale (Ridlon et al., 2006) donnera naissance aux acides biliaires secondaires 

������'��#����
�~�
�{�-dihydroxy-'��#���'
�'���
��
#���'��#����
�~�-hydroxy-cholanic acid), 

respectivement à partir des acides biliaires primai���
'��#����
�~�
`�
�{�-trihydroxy-cholanic 

�'���
 ��
 '����������'��#����
 �~�
`�-dihydroxy-'��#���'
 �'���^
 _�
 ��'����<�����
 ��
 #�
 `�-

déhydroxylation des acides biliaires augmentent leur hydrophobicité, ce qui permet leur 

absorption passive au travers de l’épithélium intestinal, bien que cela soit également associé à 

une augmentation de leur toxicité (Monte, 2009). Des concentrations excessives en acides 

biliaires secondaires dans les fèces, le sang et la bile seraient ainsi impliquées dans l’apparition 

de calculs biliaires et du cancer du côlon (McGarr et al., 2005). 

e) Cycle entéro-hépatique 

 Dans l’intestin, 95 % des acides biliaires sont réabsorbés pour être reconduits au niveau 

hépatique par la circulation portale, les 5 % éliminés dans les fèces seront compensés par la 

synthèse de novo afin de maintenir un pool d’acides biliaires constant (Hofmann, 1999). 

 Au niveau de l’iléon terminal, les acides biliaires primaires sont réabsorbés de manière 

active dans les entérocytes par le transporteur ASBT/SLC10A2 (Apical Sodium-dependent Bile 

Acid coTransporter) (Craddock et al., 1998) (Figure 7). La protéine de liaison cytosolique 

IBABP (Ileal Bile Acid Binding Protein) va ensuite les prendre en charge et les conduire jusqu’à 

la membrane baso-latérale des entérocytes. Enfin, le transporteur hétéromérique OST�	�
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Figure 8 : Schéma récapitulatif des différents rôles de TGR5 et voies de signalisation majeures
associées.
PKA : Protein Kinase A ; CNX43 : CoNneXin 43 ; STAT3 : Signal Transducer and Activator of
Transcription 3 ; ROS : Reactive Oxygen Species ; NF-�� : Nuclear Factor Kappa B ; GLP-1 :
Glucagon-Like Peptide 1 ; CREB : cAMP Response Element-Binding protein ; Dio2 :
Deiodinase IOdothyronine type 2.
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(�����	
��
�����������
��������) permettra leur excrétion dans la veine porte (Seward et al., 

2003). Les acides biliaires non absorbés seront pour la majorité convertis en dérivés secondaires 

qui, grâce à leur propriété plus hydrophobe, vont traverser la barrière entérocytaire par diffusion 

passive, principalement au niveau du colon. 

 Dans le foie, les acides biliaires vont regagner les hépatocytes via les transporteurs 

NTCP/SLC10A1 (Na+ dependent Taurocholate Cotransport Peptide), OATP1B1 et OATPB3 

(Organic Anion TransPorter) présents au pôle sinusoïdal (Dawson et al., 2009; Hagenbuch and 

Meier, 1994). Le pool d’acides biliaires subit ainsi 4 à 12 cycles entéro-hépatiques par jour. 

 Le cycle entéro-hépatique dépend de multiples régulations visant à assurer le maintien 

de l’homéostasie des acides biliaires mais également du cholestérol dont ils sont issus. Cela 

implique une régulation coordonnée de la synthèse, du transport et de l’élimination des acides 

biliaires, en partie conduite par les acides biliaires eux-mêmes. 

B. Les rôles de TGR5 

Selon les types cellulaires, l’activation de TGR5 peut conduire à la modulation de 

différentes voies de signalisation. Il a été initialement décrit que la fixation des ligands de TGR5 

entraîne l’internalisation du récepteur dans le cytoplasme et conduit à l’activation de l’adénylate 

cyclase par les protéines G, entraînant une augmentation des concentrations intracellulaires 

d’AMPc (Kawamata, 2003; Zhong, 2010).  

La génération de modèles murins invalidés pour le gène codant TGR5 (Tgr5-/-) a permis 

d’identifier plusieurs voies métaboliques sous l’influence de son activité (Maruyama et al., 

2006; Vassileva et al., 2006) (Figure 8). De manière basale, les souris Tgr5-/- ne présentent 

aucun phénotype apparent, il n’est observé aucune altération du développement ou atteinte de 

la fertilité. Par ailleurs, les analyses biochimiques ne montrent pas de modulation de la 

concentration plasmatique de bilirubine, de triglycérides ou de glucose (Maruyama et al., 2006). 

Certaines études ont mis en évidence une diminution des concentrations plasmatiques d’acides 

biliaires chez les animaux invalidés pour le gène codant TGR5 (Li et al., 2011; Maruyama et 

al., 2006) alors que d’autres montrent qu’elles sont identiques à celles retrouvées chez les souris 

sauvages (Vassileva et al., 2006). 

 De nombreuses études utilisant des modèles in vivo ou in vitro, combinées à des 

approches pharmacologiques et génétiques, ont permis de décrire les différents rôles du 

récepteur TGR5 ainsi que les voies de signalisation impliquées. 
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1. TGR5 participe au contrôle du métabolisme des acides biliaires 

 L’expression de TGR5 n’a jamais été démontrée dans les hépatocytes mais il est connu 

que TGR5 contribue au contrôle du métabolisme des acides biliaires du fait de son action dans 

les voies biliaires (Keitel and Häussinger, 2011). 

 Chez la souris, l’activation de TGR5 par le LCA ou l’INT-777 entraîne un relâchement 

des fibres musculaires lisses de la vésicule biliaire (Li et al., 2011). L’activation de TGR5 réduit 

les concentrations intracellulaires de Ca2+, conduisant à un défaut de contractilité cellulaire 

(Lavoie et al., 2010). Cet effet est dépendant de la PKA, l’ajout d’un inhibiteur de PKA 

permettant de contrecarrer l’impact de l’activation de TGR5 sur les taux de calcium. De plus, 

l’activation de TGR5 dans les cellules musculaires de la vésicule biliaire conduit à l’ouverture 

des canaux potassiques, ce qui permet le relâchement des muscles entraînant le remplissage de 

la vésicule biliaire (Li et al., 2011). En conditions pathologiques d’activation importante de 

TGR5, cela implique un défaut de vidange biliaire et participe à la mise en place 

d’inflammations des voies biliaires associées au développement de cholestases (Jazrawi et al., 

1995). Chez l’Homme, l’augmentation de l’expression de TGR5 dans la vésicule biliaire est 

associée au développement de pathologies lithiasiques (Portincasa et al., 2008). De plus, 

l’invalidation de Tgr5 chez des souris permet une protection vis-à-vis de cette pathologie 

lorsqu’elle est induite par un régime riche en cholestérol (Vassileva et al., 2006).  

 Par ailleurs, TGR5 pourrait protéger les épithéliums des voies hépato-biliaires vis-à-vis 

des effets détergents des acides biliaires (Keitel et al., 2015). Dans les cellules épithéliales 

biliaires, l’activation de TGR5 conduit à la phosphorylation de ERK1/2 conduisant à la 

prolifération de ces cellules (Keitel et al., 2019). Tgr5 est exprimé dans les cholangiocytes et 

au niveau de l’épithélium de la vésicule biliaire où il stimule la libération de bicarbonate et 

augmente le pH de la bile (Keitel et al., 2010a). Ces propriétés permettent aux acides biliaires 

d’acquérir une nature physico-chimique plus hydrophile, ce qui réduit leur toxicité ; TGR5 joue 

donc un rôle protecteur vis-à-vis de l’inflammation des voies biliaires. Dans un modèle de 

cholestase induite par une hépatectomie chez la souris, il est observé que l’induction des 

concentrations plasmatiques et hépatiques d’acides biliaires est compensée dès le jour suivant 

l’intervention chez des souris sauvages, alors qu’elles ne sont restaurées que deux semaines 

plus tard chez les souris invalidées pour Tgr5 (Péan et al., 2013). L’hypersensibilité des souris 

Tgr5-/- à la cholestase se traduit également par une augmentation plus importante des 

concentrations d’acides biliaires plasmatiques associées à un défaut d’écoulement de la bile et 
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à une diminution de leur excrétion urinaire. Par ailleurs, la nature des acides biliaires est 

modifiée au profit des acides biliaires hydrophobes qui sont plus toxiques et qui favorisent le 

développement de phénomènes inflammatoires au niveau des voies biliaires extra et intra-

hépatiques. En effet, TGR5 contrôle la composition du pool d’acides biliaires afin de protéger 

le foie d’une surcharge en acides biliaires après une hépatectomie via la dilatation de la vésicule 

biliaire (Bidault-Jourdainne et al., 2020).  

Par ailleurs, une étude récente a permis de mettre en évidence que l’invalidation de Tgr5 

chez des souris présentant des cholestases conduisait à une aggravation des altérations 

hépatiques et de la réponse inflammatoire. En effet, l’activation de TGR5 permet d’inhiber la 

réponse pro-inflammatoire via #$�'��[���
��
#�
�-caténine (Rao et al., 2020).  

2. TGR5 est impliqué dans la dépense énergétique 

 Plusieurs études ont mis en évidence le rôle de TGR5 dans le contrôle du métabolisme 

énergétique. Il a été observé que les souris Tgr5-/- étaient prédisposées au développement 

d’obésité en réponse à un régime riche en graisses, principalement chez les femelles (Maruyama 

et al., 2006). En parallèle, l’administration d’acides biliaires à des souris conduit à une 

augmentation de la dépense énergétique dans le tissu adipeux brun, et permet de prévenir le 

développement d’obésité ainsi que la résistance à l’insuline (Watanabe et al., 2006). Le 

mécanisme moléculaire mis en jeu est dépendant de l’AMPc, induite par TGR5, responsable de 

l’activation de la protéine kinase A (PKA) qui phosphoryle le facteur de transcription CREB, 

engendrant ainsi l’expression de gènes cibles. L’activation de CREB, via sa phosphorylation, 

va entraîner le recrutement de coactivateurs transcriptionnels qui vont faciliter sa fixation à 

l’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) sur des éléments de réponses CRE (cAMP Response 

Element). Cela va conduire à la transcription de gènes cibles tels que celui codant pour l’enzyme 

DIO2 (Deiodinase IOdothyronine type 2) qui convertit l’hormone thyroïdienne inactive T4 

(Thyroxine) en hormone thyroïdienne active T3 (Hormone Tri-Iodothyronine). Les souris 

invalidées pour le gène codant DIO2, nourries avec un régime riche en acides biliaires, ne 

présentent pas d’augmentation de la dépense énergétique et sont sensibles au développement 

d’obésité. L’enzyme DIO2 ���"��
����""���
�$��<"�����
 #��
���'�����
��
�-oxydation des 

acides gras au niveau du tissu adipeux brun chez la souris ou du muscle squelettique chez 

l’Homme, ce qui permet la conversion des graisses en énergie. 

 Par ailleurs, des souris nourries avec un régime riche en graisses présentent une 

sensibilité accrue à l’insuline. Cette sensibilité est améliorée chez les souris invalidées pour 
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Tgr5 nourries avec un régime similaire. Cet effet est associé à des taux diminués de cholestérol 

et de triglycérides dans le plasma (Vassileva et al., 2010). De plus, il a été observé que 

l’expression de TGR5 dans le tissu adipeux chez l’Homme est réduite lors d’une perte de poids 

alors qu’elle est positivement corrélée avec l’obésité (Svensson et al., 2013). Par ailleurs, la 

présence d’un SNP de TGR5 (rs11554825) semble être impliqué dans l’obésité chez les jeunes 

(Bensalem et al., 2020). 

3. L’activation de TGR5 favorise la régulation de la glycémie 

 Le rôle de TGR5 dans le métabolisme glucidique a été évalué. De manière basale, 

aucune différence de glycémie n’est observable entre les souris sauvages et invalidées pour le 

gène codant TGR5 (Vassileva et al., 2010). Le premier lien entre TGR5 et la régulation de 

l’homéostasie glucidique a été décrit dans une lignée cellulaire d’entérocytes murins (Stc-1) où 

l’activation de TGR5 induite par un traitement aux acides biliaires entraîne la sécrétion de 

l’hormone GLP-1 (Glucagon-Like Peptide 1) (Katsuma et al., 2005). GLP-1 est une incrétine 

qui stimule la sécrétion d’insuline selon la quantité de glucose. La sécrétion de GLP-1 en 

réponse à l’activation de TGR5 est associée à une amélioration des fonctions hépatiques et 

pancréatiques chez des individus obèses mais également à une amélioration de la tolérance au 

glucose de ces souris (Thomas et al., 2009). Dans les cellules pancréatiques, l’activation de 

TGR5 par un agoniste entraîne une augmentation de la libération d’insuline via GLP-1 et 

favorise donc la régulation de la glycémie, qui est affectée dans des pathologies telles que le 

diabète de type 2 (Kumar et al., 2012). Il a également été observé que des traitements avec un 

séquestrant des acides biliaires (une résine échangeuse d’anions qui va se lier aux acides 

biliaires dans la lumière intestinale, empêchant leur réabsorption et accélérant leur excrétion 

dans les fèces) conduisaient à une augmentation des taux d’acides biliaires dans le côlon. Cette 

augmentation entraîne la sécrétion de GLP-1 conduisant à une amélioration du contrôle 

glycémique dans des modèles animaux diabétiques via TGR5 (Harach et al., 2012). Cet effet 

est associé à une diminution de la production de glucose hépatique via la suppression de la 

glycogénolyse chez des souris obèses, permettant ainsi une amélioration de l’hyperglycémie 

ainsi que de l’hyperinsulinémie (Potthoff et al., 2013). Il a été observé en outre que l’activation 

de TGR5 conduit à un arrêt de la production de glucagon au bénéfice de la production de GLP-

1 dans les cellules pancréatiques (Kumar et al., 2016), ce qui favorise donc la régulation de la 

glycémie qui est notamment dérégulée dans le syndrome métabolique. 
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 L’un des traitements majeurs du syndrome métabolique est la chirurgie bariatrique, 

notamment la gastrectomie partielle. Cette chirurgie permet une amélioration du contrôle de la 

glycémie via l’activation de la voie de signalisation TGR5 : la sensibilité à l’insuline est 

améliorée via la suppression de la production de glucose de novo associée à l’augmentation de 

l’utilisation du glucose périphérique (Ding et al., 2016). L’activation de la voie de signalisation 

TGR5 lors de chirurgie bariatrique semble être corrélée aux taux d’acides biliaires. En effet, 

après une chirurgie bariatrique, une augmentation des taux plasmatiques d’acides biliaires est 

observée, conduisant logiquement à l’activation de TGR5 (Sweeney and Morton, 2014). 

Par ailleurs, la gastrectomie partielle participe à la rémission des diabètes de type 2 via 

une amélioration de la glycémie, de la tolérance au glucose et une production d’insuline 

hépatique. Ces effets sont atténués chez les souris invalidées pour le gène codant TGR5 

(McGavigan et al., 2017), suggérant que TGR5 est également impliqué dans ces mécanismes. 

4. TGR5 présente une activité anti-inflammatoire 

 L’une des premières fonctions de TGR5 décrite concerne le contrôle de l’immunité et 

de l’inflammation (Kawamata, 2003). TGR5 est fortement exprimé dans les cellules 

immunitaires, notamment dans les macrophages et les monocytes CD14+ chez l’Homme. Il a 

été démontré qu’un traitement aux acides biliaires conduit à une suppression de la fonction des 

macrophages incluant la phagocytose et la production de cytokines. Ce dernier effet, observé 

dans des cellules de Kupffer (macrophages présents dans le foie), est dépendant de la voie 

TGR5-AMPc (Keitel et al., 2008). De plus, deux agonistes de TGR5, l’acide désoxycholique 

(DCA) et l’acide litocholique (LCA), conduisent à l’inhibition de la production de TNF-� 

(Tumor Necrosis Factor alpha) dans des macrophages (Yoneno et al., 2013). Cet effet résulte 

de la phosphorylation du facteur c-FOS pour réguler l’activation d’un membre de la voie NF-

��
�Nuclear Factor Kappa B) : P65. Une autre étude a mis en évidence que l’activation de 

TGR5 entraîne une diminution de la translocation nucléaire de P65 dans les macrophages (Pols 

et al., 2011). NF-��
���
��
\�'����
��
�����'�������
����'��
���
��énomènes de prolifération, 

d’apoptose, de développement et d’inflammation. D’après les différentes études réalisées, 

l’activité anti-inflammatoire de TGR5 semble donc être dépendante de la voie de signalisation 

NF-��. Après une injection de LPS (LipoPolySaccharide), les souris invalidées pour Tgr5 sont 

sensibles à l’inflammation et à la nécrose hépatique (Wang et al., 2011). Cet effet est dépendant 

du facteur NF-�� : il a été observé que l’activation de TGR5 permet une amélioration de la 

réponse inflammatoire induite par le LPS en inhibant la voie NF-�� (Mobraten et al., 2015). 
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De plus, dans des cellules immunitaires présentes dans le foie (de type macrophages) ayant subi 

un phénomène d’ischémie/reperfusion, l’activation de TGR5 conduit à l’inhibition de la 

réponse inflammatoire via la régulation négative de la voie de signalisation TLR4 (Toll Like 

Receptor 4) associée à NF-�� (Yang et al., 2017). 

 Les propriétés anti-inflammatoires de TGR5 ont également été mises en évidence dans 

d’autres tissus. Au niveau intestinal, les souris invalidées pour Tgr5 présentent des défauts 

histologiques au niveau du colon, caractérisés par une perte d’intégrité de la barrière intestinale 

(Cipriani et al., 2011). A l’inverse, l’activation de TGR5 conduit à la diminution de signes 

#�'���
�$��\#�""�����
��
��������
���
��"�������
��
#�
�����'����
��
����
(Yoneno et al., 

2013). Par ailleurs, il a également été montré que l’activation de TGR5 réduit la neuro-

inflammation et améliore le devenir de souris présentant une complication neurologique due à 

une défaillance hépatique (McMillin et al., 2015). Il a aussi été démontré que l’activation de 

TGR5 permet une protection vis-à-vis de l’inflammation rénale via l’inhibition de la 

signalisation NF-��
��
����~
�Signal Transducer and Activator of Transcription 3) (Su et al., 

2017). Enfin, dans les cellules stromales de l’endomètre, l’activation de TGR5 par son agoniste 

spécifique (INT-777) protège les cellules de l’inflammation et du stress oxydatif induits par 

TNF-� ; cet effet est associé à l’inhibition de la voie NF-��
�������
���
#$���-777 (Lyu et al., 

2019). 

 TGR5 présente donc des propriétés anti-inflammatoires majeures dans de nombreux 

tissus et cet effet semble être associé principalement à la voie de signalisation NF- ��^ 

5. TGR5 est impliqué dans de nombreux cancers 

 L’implication de TGR5 dans les cancers a été évaluée dans de nombreuses études, les 

données de TCGA (The Cancer Genome Atlas) disponibles montrent que TGR5 est modulé 

(surexprimé ou sous-exprimé) dans de nombreux tissus tumoraux par rapport aux tissus sains 

(Figure 9).  

a) Rôle pro-tumoral de TGR5 

Depuis de nombreuses années, une association entre les taux d’acides biliaires et le 

développement de cancers colorectaux a été observée (Weisburger et al., 1983). Il a plus 

récemment été démontré que les acides biliaires (DCA/LCA) pouvaient causer le cancer 

colorectal (Farhana et al., 2016) et augmenter sa croissance et sa capacité d’invasion (Pai et al., 

2004). Il a notamment été mis en évidence que les acides biliaires induisent du stress oxydatif 



16 
 

via la production d’espèces oxygénées réactives (ROS, Reactive Oxygen Species) (Craven et 

al., 1986), qui sont connues pour entraîner des dommages à l’ADN. Ces dommages sont 

impliqués dans le développement de cancers associés à l’activation d’oncogènes (Jackson, 

1994). Dans des cultures cellulaires neuronales, TGR5 conduit à la production de ROS via 

l’augmentation des concentrations de calcium (Keitel et al., 2010b). En effet, des neuro-

stéroïdes (tels que le 5b-pregnan-3a-ol-20-one, 5b-pregnan-3a-17a-21-triol-20-one ou encore 

l’allopregnanolone) conduisent à une augmentation des taux cellulaires de calcium en activant 

TGR5, et une augmentation des taux de calcium est essentielle à la génération de ROS (Schliess 

et al., 2004).  

 Il a également été observé que le traitement de cellules issues d’adénocarcinomes de 

l’œsophage avec de l’acide désoxycholique conjugué à la taurine entraînait une augmentation 

de la prolifération cellulaire via TGR5 (Hong et al., 2010). L’impact pro-tumoral des acides 

biliaires dans ce type de cancer semble être lié à une augmentation des dommages à l’ADN via 

la production de ROS induite par l’activation de TGR5 (Li and Cao, 2016). Par ailleurs, il a été 

observé que l’expression de TGR5 était plus importante dans les cas de dysplasie de haut grade 

de l’œsophage et dans les cancers de l’œsophage, suggérant que TGR5 pourrait être un 

marqueur de la progression tumorale (Marketkar et al., 2017). En parallèle, l’augmentation de 

l’expression de TGR5 dans les adénocarcinomes de l’œsophage est associée à un mauvais 

pronostic de survie (Pang et al., 2017). 

 Une récente étude a mis en évidence qu’un agoniste de TGR5 conduit à la prolifération 

des cholangiocytes via l’augmentation des ROS, entraînant ainsi l’activation d’un proto-

oncogène (cSRC) conduisant à la phosphorylation d’ERK1/2, impliquées dans la survie, la 

différenciation et la prolifération cellulaire (Reich et al., 2016). De plus, l’expression de TGR5 

est augmentée dans les tissus de cholangiocarcinome par rapport aux tissus sains, et son 

activation participe à la progression du cholangiocarcinome en régulant la prolifération et la 

migration des cellules cancéreuses (Erice et al., 2018).  

 Dans les cellules d’adénocarcinome du canal pancréatique, l’exposition au DCA conduit 

à l’invasion et la prolifération des cellules. L’absence de TGR5 atténue ces effets notamment 

via la voie de signalisation STAT3 (Nagathihalli et al., 2014). Dans le cancer pancréatique, une 

expression élevée de TGR5 prédit un mauvais pronostic. En effet, l’expression de TGR5 est 

positivement corrélée avec un stade avancé et avec la présence de métastases (Zhao et al., 2018).  
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 Dans les carcinomes gastriques, il a tout d’abord été observé qu’un traitement aux acides 

biliaires entraîne une activation des voies de signalisation du récepteur EGFR (Epidermal 

Growth Factor Receptor) et de ERK1/2, ce qui conduit à une stimulation de la prolifération des 

cellules cancéreuses associée à une inhibition de l’apoptose de celles-ci (Yasuda et al., 2007). 

L’inhibition de TGR5 permet de contrecarrer ces effets, ce qui suggère que l’absence de TGR5 

pourrait prévenir le cancer gastro-intestinal. En parallèle, TGR5 est surexprimé dans la plupart 

des adénocarcinomes gastriques et cette surexpression est corrélée à une diminution de la survie 

des patients (Cao et al., 2013). Une étude récente a pu mettre en évidence que l’activation de 

TGR5 entraîne une augmentation de l’expression de plusieurs gènes associés à la transition 

épithélio-mésenchymateuse (EMT, Epithelial-Mesenchymal Transition) (Carino et al., 2016). 

En effet, l’expression de TGR5 est positivement corrélée avec l’expression de la N-

CADHERINE qui est un marqueur de l’EMT.  

 Par ailleurs, le knockdown de TGR5 dans des cellules cancéreuses pulmonaires 

permettait de prévenir la phosphorylation de JAK2 (JAnus Kinase 2) et de STAT3 et de 

réprimer l’expression de gènes cibles de STAT3, conduisant à une inhibition des capacités 

tumorales des cellules : prolifération, migration et invasion (Liu et al., 2018). De plus, dans le 

cancer pulmonaire de type « non à petites cellules », l’expression de TGR5 corrèle positivement 

avec un stade avancé du cancer.  

 L’impact des acides biliaires sur la progression tumorale via TGR5 a également été 

observé dans le cancer de l’endomètre. In vitro, un traitement aux acides biliaires stimule la 

prolifération cellulaire en induisant une augmentation de l’expression de la CYCLINE D1 via 

l’activation du facteur de transcription CREB (Casaburi et al., 2012). 

b) Rôle anti-tumoral de TGR5 

A l’inverse de ce qui a été décrit précédemment, l’activation de TGR5 inhibe la 

prolifération et la migration de cellules cancéreuses gastriques et induit leur apoptose en 

inhibant la voie de signalisation STAT3, suggérant que TGR5 peut être un suppresseur de 

tumeur dans les cancers gastriques (Guo et al., 2015). Ces résultats suggèrent que TGR5 peut 

être une cible thérapeutique dans le traitement de certains cancers gastriques, bien que son 

impact puisse être pro-tumoral ou anti-tumoral selon les études réalisées.   
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Plusieurs études ont démontré que les acides biliaires entraînent l’apoptose de cellules 

pancréatiques ou d’hépatocarcinomes via la génération de ROS (Booth et al., 2011; Li et al., 

2013) bien qu’aucun lien n’ait été mis en évidence entre TGR5 et le cancer du foie.  

De plus, TGR5 protège de la prolifération et de la migration des cellules cancéreuses 

rénales via l’inhibition des signalisations NF-KB et STAT3 (Su et al., 2017). STAT3 est un 

facteur de transcription qui contrôle le développement, la différenciation, l’immunité, 

l’invasion et le métabolisme. 

Des analyses de corrélation ont permis de mettre en évidence qu’une expression élevée 

de TGR5 dans le cancer du sein est associée à un mauvais pronostic, alors qu’une expression 

importante de TGR5 dans les cas de cancers de l’ovaire semble être associée à un meilleur 

pronostic de survie (Chen et al., 2016b). 

 TGR5 semble donc jouer un rôle dans l’étiologie de différents cancers, mais son impact 

est dépendant du tissu. En effet, TGR5 semble agir comme un proto-oncogène dans les cancers 

du côlon, de l’œsophage, des voies biliaires, du pancréas, du poumon et de l’endomètre ; alors 

que son activation permet une protection vis-à-vis des cancers hépatiques et rénaux. Il présente 

également un rôle ambigu dans le cancer gastrique où il semble être à la fois pro et anti-tumoral. 

6. Les acides biliaires conduisent à une altération de la fertilité via TGR5 

 Plusieurs études ont mis en évidence des liens entre des troubles hépatiques, tels que 

des cholestases et des troubles de la fertilité dans des modèles murins, mais également chez 

l’homme (Durazzo, 2006; Mooradian et al., 1985). Les troubles hépatiques étant associés à une 

augmentation des taux plasmatiques d’acides biliaires, le lien entre les acides biliaires et la 

fertilité a été évalué. 

 Dans un contexte de syndrome métabolique, les acides biliaires altèrent la fertilité chez 

les mâles. En effet, des souris nourries avec un régime riche en graisses, exposées aux acides 

biliaires, présentent un taux de stérilité plus élevé qu’en l’absence d’exposition aux acides 

biliaires. Cet effet est associé à un défaut de prolifération des cellules germinales, à une 

dérégulation de la fonction endocrinienne du testicule ainsi qu’à des défauts d’interactions 

cellule – cellule au sein de l’épithélium séminifère (Vega et al., 2015). 

 Il a été démontré chez des animaux qu’un régime enrichi en acides biliaires au moment 

de la puberté entraîne une augmentation de l’incidence de l’infertilité. Ces effets sont associés 

à une diminution des taux de testostérone, conduisant à une altération de la différenciation et 
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une augmentation de l’apoptose des cellules germinales. En parallèle, un régime enrichi en 

acides biliaires chez l’adulte entraîne une diminution de la fertilité associée à des défauts 

testiculaires sans impact sur les taux de testostérone, suggérant un impact différent des acides 

biliaires sur le testicule selon l’état de maturation sexuelle. Initialement, chez l’adulte, des 

agrégats de cellules germinales au centre des tubes séminifères sont observés, associés à une 

rupture de la barrière hémato-testiculaire. Il a été démontré que les acides biliaires altèrent 

l’expression de gènes impliqués dans les interactions cellule – cellule tel que Cnx43 (CoNneXin 

43). Ces effets ne sont pas observés chez les souris invalidées pour Tgr5. En effet, l’absence de 

TGR5 protège des effets délétères des acides biliaires sur le testicule et à terme sur la fertilité 

(Baptissart et al., 2014).  

 Il a également été démontré que les acides biliaires avaient un impact néfaste sur la 

qualité des spermatozoïdes. En effet, les descendants d’individus mâles exposés à un régime 

riche en acides biliaires présentent une létalité périnatale importante, associée à un défaut de 

l’homéostasie des acides biliaires, une croissance post-natale réduite et un métabolisme 

glucidique altéré à l’âge adulte (Baptissart et al., 2018). Ces phénotypes sont maintenus jusqu’à 

deux générations d’individus et semblent être associés à des différences de méthylation d’ADN 

dans les spermatozoïdes des individus exposés aux acides biliaires. L’ensemble de ces 

altérations n’est pas retrouvé chez les individus invalidés pour le gène codant TGR5, ce qui 

permet de placer ce dernier comme un acteur clé dans la régulation des impacts 

multigénérationnels d’une exposition aux acides biliaires. 

L’ensemble de ces derniers éléments suggère un rôle majeur de TGR5 dans la 

physiologie et la physiopathologie testiculaires. La physiologie testiculaire sera abordée ci-

après afin de mieux appréhender les mécanismes pouvant être mis en jeu.  
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Partie 2. Physiologie testiculaire 

 Le testicule est la gonade mâle, il s’agit d’une glande endocrine paire et symétrique de 

l’appareil génital mâle qui est entourée d’une capsule conjonctive : l’albuginée. Les testicules 

sont suspendus par les cordons spermatiques dans une poche cutanée protectrice : le scrotum, 

qui est une structure extra-abdominale. Cette localisation permet leur maintien à une 

température favorable à la spermatogenèse, qui est d’environ 4 à 7°C inférieure à celle du corps, 

paramètre indispensable à la production de spermatozoïdes viables (Zorgniotti and Sealfon, 

1988). Chaque testicule est constitué d’environ 300 lobules testiculaires, et chacun d’eux est 

composé de 15 à 40 tubes séminifères séparés les uns des autres par l’espace interstitiel (Figure 

10).  

 Au sein de l’espace interstitiel, de nombreux vaisseaux sanguins et lymphatiques sont 

retrouvés, ils permettent le passage de nutriments (fer, vitamines A et E), d’hormones (LH 

(Luteinizing Hormone), FSH (Follicle-Stimulating Hormone), insuline) et de facteurs de 

croissance (EGF, Epidermal Growth Factor) nécessaires à la spermatogenèse (Shiraishi and 

Matsuyama, 2012). Des cellules immunitaires, principalement des macrophages, ainsi que des 

cellules de Leydig sont également retrouvées au sein de l’espace interstitiel. Ces dernières 

assurent une partie de la fonction endocrine du testicule conduisant à la production des stéroïdes 

sexuels, essentiellement sous la forme de testostérone. Celle-ci est produite en réponse à la LH 

sous le contrôle de l’axe hypothalamo-hypophysaire. 

 Le tube séminifère est le siège de la fonction exocrine du testicule, la spermatogenèse, 

qui est le processus de différenciation des spermatogonies (cellules germinales diploïdes) en 

spermatozoïdes (cellules haploïdes spécialisées) qui sont les gamètes mâles (Figure 11). Les 

cellules germinales, qui vont progresser au sein du tube séminifère au cours de la 

spermatogenèse, ainsi que les cellules de Sertoli qui sont nécessaires au soutien de la 

gamétogenèse sont retrouvées dans les tubes séminifères.  

Chez les mammifères, la spermatogenèse débute au moment de la puberté et est 

maintenue constante durant toute la vie de l’individu. La durée de la spermatogenèse est de 35 

jours chez la souris et de 74 jours chez l’homme, elle est subdivisée en plusieurs étapes, chacune 

d’une durée définie. 

Chez la souris, la spermatogenèse est initiée dès l’âge de 8 à 10 jours après la naissance. 

Lors de cette première vague une apoptose importante des cellules germinales est observée, ce 
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qui est nécessaire au bon déroulement des différents cycles de spermatogenèse qui seront 

réalisés ensuite (Rodriguez et al., 1997). Les premiers spermatozoïdes vont être observés 40 à 

45 jours après la naissance chez la souris (de Rooij, 1998), le testicule est alors fonctionnel et 

les vagues de spermatogenèse vont s’enchaîner. 

 La spermatogenèse se déroule en plusieurs phases ; elle nécessite tout d’abord des 

cellules germinales souches qui vont s’auto-renouveler tout au long de la vie de l’individu. Ces 

SSCs (Spermatogonial Stem Cells) vont ensuite entrer dans un processus de prolifération et de 

différenciation avant d’entrer en méiose puis de devenir des spermatozoïdes qui seront ensuite 

relargués dans la lumière des tubes séminifères.  

L’association entre les cellules germinales et les cellules de Sertoli permet la formation 

d’un épithélium stratifié soutenu par une lame basale. Tout au long de la différenciation des 

cellules germinales, un contact étroit est observé avec les cellules de Sertoli permettant le 

déplacement des cellules germinales au sein de l’épithélium. Il est important de noter qu’une 

cellule de Sertoli peut, en moyenne, assurer le soutien de 40 cellules germinales à différents 

stades de différenciation (Weber et al., 1983). Les cellules de Sertoli présentent un cytosquelette 

très développé permettant la formation de nombreuses jonctions intercellulaires qui vont assurer 

la cohésion de l’épithélium séminifère et la progression des cellules germinales (Mruk and 

Cheng, 2004). Les cellules de Sertoli assurent également leur soutien architectural et nutritif 

(Griswold, 1998) en supportant une activité endocrine ainsi qu’en formant la barrière hémato-

testiculaire (BHT). 

 Chacune des cellules de Sertoli est en contact avec environ 5 autres cellules de Sertoli, 

permettant la formation de la BHT au niveau du tiers inférieur du tube séminifère (Figure 12). 

La BHT, est une barrière perméable à certaines molécules, elle supporte 3 fonctions majeures : 

la régulation du passage de différentes molécules entre les compartiments basal et apical du 

tube séminifère, un rôle immunitaire et la création d’un microenvironnement nécessaire aux 

cellules germinales. La BHT s’établit au moment de la puberté grâce aux androgènes, aux 

rétinoïdes et aux hormones thyroïdiennes (De Gendt and Verhoeven, 2012; Sharpe et al., 2003; 

Tarulli et al., 2012). Elle permet de séparer physiquement et fonctionnellement l’épithélium 

séminifère en deux compartiments. Les phases de prolifération des spermatogonies et les 

spermatocytes primaires pré-leptotènes se trouveront dans le compartiment basal, et les cellules 

germinales à un stade de différenciation plus avancé (méiose, spermiogenèse, spermiation) se 

trouveront dans le compartiment apical (Dym and Cavicchia, 1978). Les tubes séminifères 
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n’étant pas traversés par les vaisseaux sanguins ou lymphatiques, le rôle majeur de la BHT est 

de réguler le passage de nombreuses molécules au sein du compartiment apical. La BHT assure 

en effet le passage de substances nutritionnelles (sucres, acides aminés), de molécules vitales 

(hormones, électrolytes) et restreint le passage de composés toxiques (médicaments, produits 

chimiques). La BHT permet notamment de faciliter la diffusion de la testostérone et protège les 

cellules germinales de l’exposition aux xénobiotiques (Miller and Cherrington, 2020; Okumura 

et al., 1975). 

 De plus, les cellules de Sertoli produisent de nombreux éléments essentiels à la 

spermatogenèse tels que des métabolites (lactate et pyruvate), des protéines (transferrine, 

céruloplasmine), des hormones (inhibine et activine) et des facteurs de croissances (TGF-�
 

Transforming Growth Factor Beta et IGF-1, Insulin-Like Growth Factor-1) (Jégou, 1995). 

L’activité endocrine assurée par les cellules de Sertoli conduit à la synthèse d’inhibine et 

d’activine qui sont des hormones appartenant à la famille du TGF�. L’inhibine réprime la 

synthèse de FSH hypophysaire. L’inhibine est impliquée dans le rétrocontrôle de la sécrétion 

de FSH lors du développement post-natal et potentialise l’effet de la LH sur la production 

d’androgènes. L’activine présente un effet inverse, elle augmente la sécrétion basale de FSH 

par l’hypophyse et supprime la biosynthèse d’androgènes par les cellules de Leydig via la 

modulation de la LH (Hsueh et al., 1987; Lin et al., 1989; Ying, 1988). Les cellules de Sertoli 

produisent également le fluide séminifère qui est un milieu physico-chimique nécessaire à la 

spermatogenèse. Le fluide séminifère permet également le transport des spermatozoïdes 

testiculaires afin qu’ils progressent dans la lumière des tubes séminifères (Rato et al., 2010; 

Russell et al., 1989).  

 Les cellules myoïdes sont retrouvées dans l’épithélium séminifère. Il s’agit de cellules 

contractiles qui vont participer à la progression des spermatozoïdes dans la lumière des tubes 

séminifères. Par ailleurs, les cellules de Sertoli en coopération avec les cellules myoïdes 

péritubulaires sécrètent du collagène ainsi que de la laminine, qui sont des composants de la 

matrice extracellulaire, nécessaires à l’évolution des cellules germinales (Skinner et al., 1985).  

 Les différents types cellulaires retrouvés au sein du testicule sont étroitement liés sur le 

plan fonctionnel : de multiples acteurs endocriniens, paracrines et juxtacrines interviennent (tels 

que la testostérone, IGF-1, FGFs (Fibroblast Growth Factor) etc.), ce qui permet un dialogue 

important entre les cellules de Leydig, les cellules de Sertoli, les cellules péritubulaires, les 
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macrophages et les cellules germinales. Ces dernières étant au cœur des travaux de thèse 

réalisés, cette partie introductive se focalisera sur la lignée germinale. 

A. Développement embryonnaire et néonatal 

1. Primordial Germ Cells - Gonocytes 

 Chez la souris, la mise en place de la lignée germinale débute au stade embryonnaire. 

Les cellules somatiques de la gonade mâle vont se différencier à partir de la crête génitale 

(McLaren, 2003) afin de constituer la structure de soutien des cellules germinales primordiales 

PGCs (Primordial Germ Cells) qui proviennent des tissus extra-embryonnaires. Les PGCs, 

précurseurs de la lignée germinale, proviennent de la différenciation de cellules progénitrices 

issues de l’épiblaste. Les cellules progénitrices des PGCs sont caractérisées par l’expression de 

différents facteurs de transcription tels que BLIMP1 (B Lymphocyte-Induced Maturation 

Protein-1) et PRDM14 (PR DoMain-containing protein-14). Le facteur BLIMP1 est un 

régulateur clé de la spécification des PGCs chez la souris, il est nécessaire à la répression du 

programme somatique. En effet, les cellules BLIMP1+ sont destinées à devenir des cellules 

germinales alors que les cellules BLIMP1- deviennent des cellules somatiques (Ohinata et al., 

2005). Des modèles invalidés pour le gène Prdm1 codant BLIMP1 conduisent à une diminution 

importante du nombre de PGCs spécifiées qui présentent une prolifération et une migration 

aberrantes ainsi qu’un profil transcriptionnel altéré. L’invalidation de Prdm14 conduit de son 

côté à un défaut de spécification des PGCs, ce phénotype est associé à une perte rapide de 

celles-ci, conduisant à la stérilité des souris (Yamaji et al., 2008).  

Ces facteurs de transcription sont impliqués dans la stimulation de l’expression de gènes 

de pluripotence (tel que Sox2, Sex determining region Y-bOX 2) et permettent la 

reprogrammation du profil transcriptionnel des cellules progénitrices qui conduira à leur entrée 

dans le processus de différenciation afin d’acquérir des caractéristiques propres aux PGCs 

(Yamaji et al., 2008). A 7,5 jours de développement embryonnaire (E7,5), les PGCs sont 

retrouvées dans les tissus extra-embryonnaires, elles sont ensuite intégrées à l’endoderme de la 

paroi intestinale entre les jours embryonnaires 8 et 9. Les PGCs vont ensuite migrer afin de 

rejoindre les ébauches gonadiques et former, en lien avec les cellules de Sertoli, l’épithélium 

des tubes séminifères. A ce stade, l’apoptose des PGCs est importante mais elle peut être réduite 

en présence de SCF (Stem Cell Factor) ou de LIF (Leukemia Inhibitory Factor) (Pesce et al., 

1993), ces deux cytokines (SCF et LIF) étant connues pour améliorer la survie et/ou la 

prolifération des PGCs (De Felici and Dolci, 1991; Godin et al., 1991; Matsui et al., 1991). 
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Figure 13 : Développement des cellules germinales mâles chez la souris.
Au cours des stades embryonnaires, les PGCs se multiplient puis vont se différencier en
gonocytes. Ceux-ci vont s’amplifier par mitoses avant d’entrer dans une phase de quiescence où
ils resteront bloqués en phase G1. Entre 2 et 3 jours après la naissance, les gonocytes reprennent
leur activité mitotique. Les gonocytes vont ensuite se différencier en cellules germinales
souches : les spermatogonies A. Celles-ci donneront ensuite les spermatogonies B, les
spermatocytes et les spermatides qui conduiront aux spermatozoïdes.
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 Au cours des stades embryonnaires, les PGCs se multiplient puis vont se différencier en 

gonocytes (Vergouwen et al., 1991) autour du jour embryonnaire E13,5 (Western et al., 2008; 

Yoshioka et al., 2009) (Figure 13). Les gonocytes vont alors s’amplifier par mitoses puis entrer 

en quiescence et rester bloqués en phase G1. La prolifération des gonocytes est sous le contrôle 

de l’acide rétinoïque (RA) qui est un métabolite de la vitamine A. Le RAs stimule à la fois la 

prolifération et l’apoptose des gonocytes, suggérant qu’ils participent à un processus 

physiologique visant à éliminer les cellules qui ne se différencient pas correctement (Trautmann 

et al., 2008). La phase de quiescence des gonocytes dépend de la signalisation NOTCH 

puisqu’une activation constitutive de NOTCH dans les cellules de Sertoli conduit à une sortie 

de quiescence des gonocytes et à une différenciation précoce (Garcia and Hofmann, 2013). 

 Entre 2 et 3 jours après la naissance, les gonocytes reprennent leur activité de mitoses 

et vont migrer au niveau de la membrane basale des tubes séminifères, permettant la naissance 

de la lumière des tubes séminifères (Yoshida et al., 2007). A ce stade, la prolifération des 

gonocytes dépend de plusieurs facteurs tels que le PDGF (Platelet Derived Growth Factor), le 

�`�-estradiol (E2), le LIF et les RAs (De Miguel et al., 1996; Li et al., 1997; Zhou et al., 2008). 

Les souris invalidées pour l’un des RARs (Retinoic Acid Receptor, ����

����
��
�����


présentent une différenciation testiculaire normale jusqu’au début de la puberté, l’invalidation 

de deux des Rar est cependant létale in utéro ou à la naissance (Mark et al., 2006). 

L’invalidation de ���� spécifiquement dans la lignée germinale conduit à une diminution du 

nombre de spermatozoïdes et à une désorganisation des différentes couches cellulaires au sein 

de l’épithélium séminifère. L’intégrité du génome méiotique est également altérée dans ces 

modèles, ���"������
 ��
 "�����
 ��
 �[����'�
 ���
 ����
 ���
 nécessaire au maintien de 

l’organisation des tubes séminifères et du génome méiotique ainsi qu’à la prolifération et à la 

différenciation des spermatogonies (Peer et al., 2018). Par ailleurs, les souris invalidées pour le 

récepteur des œstrogènes ��� (Estrogen Receptor Beta) présentent un nombre de gonocytes 

plus importants que les individus sauvages, suggérant que la présence d’œstrogènes endogènes 

inhibe la prolifération des gonocytes (Delbès et al., 2004).  

2. Transition gonocytes - spermatogonies 

 Les gonocytes vont ensuite se différencier en cellules germinales souches (SSCs, 

Spermatogonial stem cells) (spermatogonies adultes Asingle). La transition des gonocytes en 

SSCs nécessite un remodelage physique des cellules : les gonocytes sont de grandes cellules 

sphériques avec un noyau important et sont localisés au centre des cordons spermatiques alors 
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que les spermatogonies sont des cellules semi-circulaires situées à la périphérie des tubes 

séminifères. Lors de la transition, en parallèle de la relocalisation des cellules du centre à la 

périphérie des tubes, les cellules commencent à exprimer différents marqueurs propres aux 

cellules souches tels que GFRA1 (Gdnf Family Receptor Alpha-1) ou PLZF (Promyelocytic 

Leukemia Zinc Finger protein). La transition des gonocytes en spermatogonies est cruciale pour 

la différenciation des cellules germinales et les gonocytes qui n’auront pas migré à la périphérie 

des tubes séminifères seront éliminés par apoptose (Basciani et al., 2008; Roosen-Runge and 

Leik, 1968). La différenciation des gonocytes en SSCs est également dépendante des RAs qui 

stimulent la réplication de l’ADN des gonocytes et permet leur différenciation en 

spermatogonies (Zhou et al., 2008). Par ailleurs, le facteur NANOS2, qui est négativement 

corrélé à l’expression de Stra8 (STimulated by Retinoic Acid 8) et Gfra1 avant la transition des 

gonocytes en spermatogonies, est un acteur clé de cette transition. En effet, la surexpression de 

Nanos2 réprime l’expression de Gfra1 et Plzf, conduisant à un retard de la transition des 

gonocytes en spermatogonies. A l’inverse, l’invalidation de Nanos2 entraîne la surexpression 

de Gfra1 et Plzf et entraîne une transition précoce des gonocytes en spermatogonies (Pui and 

Saga, 2018). 

 Les SSCs initieront alors la première vague de spermatogenèse qui sera supportée par 

les cellules de Leydig et les cellules de Sertoli notamment. Ces SSCs, issues des gonocytes, 

supporteront la production de spermatozoïdes pendant toute la vie de l’individu via la 

spermatogenèse. Afin de conserver leur potentiel de cellule souche, les SSCs sont dépendantes 

de leur micro-environnement appelé « niche ». 

B. Mise en place de la niche des cellules germinales souches 

 Le concept de « niche » a été proposé pour la première fois en 1978 par Schofield 

indiquant qu’elle réfère à la localisation micro-anatomique où les cellules souches résident 

(Schofield, 1978). Des niches sont présentes au sein du testicule, elles constituent un micro-

environnement hautement spécialisé nécessaire au maintien des SSCs. La niche est caractérisée 

par différents critères qui conduisent à l’auto-renouvellement des SSCs au détriment de leur 

différentiation. La niche des SSCs est constituée de nombreuses cellules, principalement de 

cellules de Sertoli, mais également d’autres cellules somatiques (cellules myoïdes 

péritubulaires, macrophages péritubulaires, cellules endothéliales testiculaires, cellules de 

Leydig ou encore cellules endothéliales lymphatiques) (Mäkelä and Toppari, 2018; Potter and 
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Figure 15 : Différents devenirs des SSCs : divisions symétriques ou asymétriques.

Figure 14 : La niche des SSCs.
Les SSCs sont situées dans des niches où elles reçoivent des facteurs nécessaires à 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’après Oatley and Brinster, 2012
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DeFalco, 2017) (Figure 14). Des vaisseaux sanguins sont également retrouvés au sein de niches 

ainsi que différents facteurs de croissance et des cytokines (Hofmann, 2008). 

 Les SSCs se localisent donc préférentiellement dans les niches, elles sont situées dans 

des régions où le tube séminifère borde l’espace interstitiel et les vaisseaux au détriment des 

régions où deux tubes séminifères sont en contact (Chiarini-Garcia et al., 2001, 2003; Hara et 

al., 2014; Yoshida et al., 2007). 

1. Les cellules germinales 

La mise en place de la niche est dépendante de facteurs propres aux SSCs ; en effet, ces 

cellules expriment des molécules d’adhésion qui jouent un rôle majeur (observé notamment 

lors de transplantation de SSCs dans des testicules receveurs) en permettant la migration des 

SSCs dans les niches. _��
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d’adhésion sont connues pour se lier à la laminine (Shinohara et al., 1999), suggérant leur 

impact dans la migration des SSCs. Cependant une autre étude a mis en évidence que la 

"���#�����
 ��
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 ��
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 �as la translocation des SSCs à la 

membrane basale bien qu’elle soit nécessaire au redémarrage de la spermatogenèse lors d’une 

transplantation (Kanatsu-Shinohara et al., 2008). La migration des SSCs dans les niches 

implique donc d’autres facteurs qui ne sont pas décrits à ce jour.  

Au sein de la niche, les cellules germinales souches vont, au cours du développement, 

favoriser une division symétrique afin d’établir un pool de cellules souches important avant de 

s’orienter vers une division asymétrique permettant le maintien du pool de cellules souches en 

parallèle d’une différenciation assurant la spermatogenèse (Oatley and Brinster, 2012) (Figure 

15). Ces données indiquent que la régulation des SSCs par la niche n’est pas la même entre le 

développement néonatal et l’adulte. En néonatal, la niche des SSCs permet un support plus 

important pour l’auto-renouvellement des cellules alors que chez l’adulte elle permet une 

balance entre auto-renouvellement et différenciation. Cette balance semble être dépendante du 

GDNF (Glial-cell-line-Derived Neurotrophic Factor), facteur produit par les cellules de 

Sertoli. 

2. Les cellules de Sertoli 

 L’action des cellules de Sertoli est soutenue par la FSH qui est essentielle à la mise en 

place et au maintien de la physiologie testiculaire en contribuant à la prolifération et la 

différentiation des cellules de Sertoli immatures (par le biais des voies pro-prolifératives 
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PI3K/MAPKs). Elle permet ainsi durant la période périnatale de déterminer le nombre de 

cellules de Sertoli présentes à l’âge adulte et les cellules germinales qu’elles seront en mesure 

de soutenir (Sharpe et al., 2003). En effet, les souris mâles invalidées pour le gène codant Fsh 

ou Fshr (Follicle Stimulating Hormone Receptor) présentent une diminution du nombre de 

cellules germinales bien qu’il n’y ait pas d’impact sur la fertilité (Dierich et al., 1998; 

Krishnamurthy et al., 2000). La FSH, en raison de son impact sur les cellules de Sertoli, joue 

donc un rôle majeur dans l’établissement du pool de cellules germinales indifférenciées. 

 Les cellules de Sertoli sont les constituants principaux des niches, elles sont en contact 

étroit avec les SSCs et sécrètent de nombreux facteurs paracrines nécessaires à l’homéostasie 

des cellules germinales souches. Dans le compartiment basal, les cellules de Sertoli vont 

sécréter des facteurs paracrines tels que SCF (Rossi et al., 2000) et GDNF (Lamberti and Vicini, 

2014). Ces facteurs favorisent la prolifération et la survie des spermatogonies et participent au 

maintien de leur état indifférencié. De plus, les cellules de Sertoli produisent du lactate qui est 

un substrat énergétique majeur utilisé par les cellules germinales indifférenciées qui sera 

converti en pyruvate (Grootegoed et al., 1984).  

3. Les autres types cellulaires 

Les cellules de Leydig sécrètent le facteur de croissance associé à l’insuline (IGF-1) qui 

est un facteur clé impliqué dans le maintien de la pluripotence des cellules souches (Huang et 

al., 2009). Elles expriment également CSF1 (Colony-Stimulating Factor 1) (Oatley et al., 2009) 

qui est un facteur associé à l’auto-renouvellement des SSCs. 

 Les cellules myoïdes péritubulaires coopèrent avec les cellules de Sertoli afin de 

produire la membrane basale et donner une niche pour les SSCs (Chen et al., 2014). Elles 

expriment le récepteur aux androgènes (AR) (Boukari et al., 2009; Shapiro et al., 2005) et 

produisent également du GDNF en réponse à la testostérone, mais aussi le facteur CSF1, qui 

participent à la régulation du devenir des SSCs (Chen et al., 2016a). Les cellules myoïdes 

péritubulaires permettent donc un support important aux SSCs en réponse à la testostérone.  

C. La spermatogenèse 

1. Maintien de la niche des cellules germinales souches 

 Le renouvellement des spermatogonies indifférenciées est essentiel au maintien de la 

spermatogenèse durant toute la vie de l’individu car ces cellules constituent une réserve 



Figure 16 : Rôles de FGF2 et GDNF dans la niche des cellules germinales : un équilibre
complexe entre ces deux facteurs est nécessaire au sein de la niche.
(a) Il existe au sein de la niche de cellules souches un équilibre entre FGF2 et GDNF permettant
d’assurer à la fois l’auto-renouvellement et la différenciation des cellules germinales souches.
(b) Dans le cas d’une concentration trop importante de FGF2, une diminution de la production
de GDNF est observée, conduisant préférentiellement à la différenciation des cellules souches
plutôt qu’à leur auto-renouvellement.
(c) A l’inverse, en présence de quantités importantes de GDNF, une diminution de la production
de FGF2 est observée et entraîne l’auto-renouvellement des cellules souches au lieu de leur
différenciation.
D’après Masaki et al., 2018
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permanente de cellules germinales (De Rooij and Russell, 2000; Oatley and Brinster, 2008). 

Les SSCs peuvent se multiplier pour renouveler la population de SSCs et ainsi donner naissance 

à de nouvelles spermatogonies Asingle. Dans ce contexte, les spermatogonies Asingle sont définies 

comme SSCs puisqu’elles possèdent la capacité de renouveler la population de cellules 

germinales indifférenciées. D’après l’étude de Nagano (2003), les SSCs représenteraient 

environ 10 % des spermatogonies Asingle, soit environ 3000 cellules chez un rongeur adulte 

(Nagano, 2003). Ces cellules transplantées dans un testicule receveur (vidé de son contenu 

germinal) permettent à elles seules de régénérer l’épithélium séminifère et d’assurer la 

continuité de la spermatogenèse (Brinster and Avarbock, 1994; Brinster and Zimmermann, 

1994). Cet auto-renouvellement, indispensable au maintien de la spermatogenèse, est sous la 

dépendance de nombreux facteurs retrouvés dans la niche des SSCs. 

 Les cellules endothéliales lymphatiques sont la source de facteurs supportant les SSCs. 

Ces cellules produisent et sécrètent des FGFs (tels que le FGF5) qui seront utilisés par les 

cellules indifférenciées. En présence de concentrations importantes de FGF5, les cellules 

indifférenciées exprimant le marqueur GFRA1 vont s’auto-renouveler alors qu’en présence de 

faibles concentrations elles vont se différencier (Kitadate et al., 2019). En effet, FGF5 conduit 

à l’activation de gènes associés à la maintenance d’un état indifférencié tels que Gfra1, Id4 

(Inhibitor of DNA binding 4), et à la diminution de l’activité de gènes associés à la 

différenciation tels que Ngn3 (NeuroGeNin 3) et Stra8. 

Les cellules endothéliales testiculaires sont également source de facteurs supportant les 

SSCs. En présence de FGF2, les cellules endothéliales testiculaires produisent du GDNF 

(Bhang et al., 2018). La transplantation de ces cellules après une perte des cellules germinales 

induite par une chimiothérapie permet la restauration de la spermatogenèse, suggérant que les 

cellules endothéliales du testicule sont une population de la niche nécessaire pour l’auto-

renouvellement des SSCs (Bhang et al., 2018). Cependant, un équilibre complexe entre les 

quantités de FGF2 et de GDNF est présent : en présence de concentrations trop importantes de 

FGF2, une diminution de la production de GDNF peut être observée, conduisant à la 

différenciation des cellules germinales plutôt qu’à leur auto-renouvellement (Masaki et al., 

2018) (Figure 16). 

De plus, il a été observé qu’un knock-down de Fgfr2 conduit à une augmentation de 

l’expression du Gdnf (Takashima et al., 2015). De manière cohérente, FGF2 va agir dans la 

niche des SSCs afin de supprimer le GDNF ainsi que l’expression de Cyp26b1 (CYtochrome 
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P450 family 26 subfamily B member 1), conduisant à la différenciation des spermatogonies via 

l’activité des acides rétinoïques (RA) nécessaires à la différenciation des spermatogonies 

(Masaki et al., 2018).  

Les cellules de Sertoli sécrètent du GDNF, facteur indispensable pour le maintien des 

SSCs (Kubota et al., 2004; Meng, 2000). Le GDNF régule l’expression de gènes tels que 

Nanos2 et Id4 et exerce un rétrocontrôle négatif sur Ngn3, permettant ainsi l’auto-

renouvellement des SSCs (Kaucher et al., 2012). Une concentration importante en GDNF 

conduit à la prolifération des cellules indifférenciées alors qu’une faible concentration conduit 

à la différenciation des cellules germinales (Kanatsu-Shinohara et al., 2005; Kubota et al., 2004; 

Meng, 2000; Yomogida et al., 2003). Le facteur GDNF va agir via GFRA1, l’expression de ce 

récepteur est associée à un stade plus indifférencié de spermatogonies. Au-delà de la production 

de GDNF, les cellules de Sertoli produisent également du FGF, dont le FGF2 qui est nécessaire 

à l’auto-renouvellement des SSCs (Kubota et al., 2004). Il a été mis en évidence que les cellules 

GFRA1- ne répondent pas au FGF contrairement aux cellules GFRA1+ (Garbuzov et al., 2018).  

2. Le devenir des spermatogonies : prolifération et différenciation 

a) Phase proliférative 

 La première phase de la spermatogenèse est la phase proliférative au cours de laquelle 

les SSCs, localisées au niveau de la membrane basale des tubes séminifères, vont subir une 

série de divisions mitotiques afin de s’amplifier pour ensuite se différencier en spermatocytes 

primaires. Grâce à l’amélioration des méthodes d’isolement cellulaire, l’étude de la population 

de spermatogonies indifférenciées s’est précisée et différents sous-types de spermatogonies A 

ont été décrits (Chan et al., 2014; Oatley and Brinster, 2012). 

 Chez la souris, au cours de la phase proliférative, les SSCs vont se multiplier et générer 

une population de cellules progénitrices (spermatogonies Asingle) qui se différencieront ensuite 

pour débuter le processus de spermatogenèse : elles subiront 4 divisions mitotiques successives 

permettant la production de 2 spermatogonies de type Apaired puis une chaîne de 4, 8 et 16 

spermatogonies de type Aaligned. (de Rooij, 2001) (Figure 17). L’ensemble de ces cellules issues 

d’une même SSC seront connectées les unes aux autres durant toute la phase proliférative par 

le biais de ponts intercellulaires permettant le transfert de substances (ARN messagers, 

protéines) assurant la coordination des cellules germinales (Guo and Zheng, 2004). 
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Figure 17 : Phase de prolifération des spermatogonies et différents marqueurs de ces cellules
chez la souris.
Les spermatogonies souches (SSCs) vont se multiplier et générer une population de cellules
progénitrices (Asingle). Ces cellules se différencient ensuite pour débuter le processus de la
spermatogenèse, elles subiront 4 divisions mitotiques successives permettant la production de 2
spermatogonies de type Apaired puis une chaîne de 4, 8 et 16 spermatogonies de type Aaligned.
Différents marqueurs sont exprimés selon les stades cellulaires, les marqueurs ID4 et PAX7 sont
exprimés uniquement dans les cellules de type Asingle. Les cellules indifférenciées expriment
les marqueurs GFRA1, NANOS2, NANOS3. L’ensemble des spermatogonies A expriment
PLZF, LIN28, SALL4, CDH1. Le marqueur NGN3 est exprimé faiblement dans les
spermatogonies Asingle, son expression augmente au cours de la différenciation et est
majoritaire dans les spermatogonies Aaligned. Enfin, les marqueurs SOHL1/2 et C-KIT sont
exprimés à des stades plus tardifs et jusqu’au stade spermatogonie B.

A single A paired Aaligned A1 A2 BA3 A4 Int Cytes I
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Indifférenciées Différenciées

Figure 18 : Différence entre les souris et les hommes.
Chez l’homme, il existe deux sous-types de spermatogonies indifférenciées : Adark et Apale. Les
spermatogonies souches sont représentées par les spermatogonies Adark qui s’auto-renouvellent
et se différencient en spermatogonies Apale qui donneront ensuite les spermatogonies B.

Homme

Souris
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 Les trois types de spermatogonies indifférenciées (Asingle, Apaired et Aaligned) se 

distinguent les uns des autres par leur localisation le long de la membrane basale ainsi que par 

leur profil d’expression (Figure 17). Les spermatogonies indifférenciées représentent environ 

330000 cellules dans un testicule murin adulte (Tegelenbosch and de Rooij, 1993). 

 Chez l’homme, il existe deux types de spermatogonies indifférenciées, les 

spermatogonies Adark et Apale. Les spermatogonies Adark sont les cellules souches qui vont 

s’auto-renouveler, afin de maintenir le pool de cellules souches, ou donner naissance aux 

spermatogonies Apale qui se diviseront pour donner les spermatogonies B (Clermont and 

Leblond, 1959). (Figure 18) 

b) Les différents marqueurs de spermatogonies 

Récemment des analyses transcriptomiques de single-cell ont mis en évidence une 

hétérogénéité importante entre les différentes spermatogonies incluant les SSCs, les 

progéniteurs et les spermatogonies en différenciation. Plusieurs signatures d’expression de 

gènes ont été identifiées, permettant de définir la présence ou l’absence de chacun des 11 types 

de cellules spermatogéniques dans un échantillon testiculaire ou dans des cellules isolées 

(Suzuki et al., 2019). Les résultats de cette étude ont en effet permis de mettre en évidence des 

profils d’expression différentiels entre les SSCs qui s’auto-renouvellent et les spermatogonies 

progénitrices qui vont se différencier. Par ailleurs, une autre étude suggère, en lien avec des 

données déjà publiées, que les gènes 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) sont parmi les facteurs les plus importants pour le devenir 

et la fonction des SSCs (Sisakhtnezhad and Heshmati, 2018). 

 Par ailleurs, de nombreuses études ont mis en évidence des marqueurs exprimés à 

différents stades. Certains marqueurs tels que PLZF, LIN28A, SALL4 et CDH1 (CaDHerin 1) 

sont exprimés dans tous les types de spermatogonies A indifférenciées. La protéine PLZF est 

un répresseur transcriptionnel codé par le gène Zbtb16, son expression est restreinte aux 

gonocytes et aux spermatogonies indifférenciées. L’inactivation de PLZF conduit à un défaut 

de spermatogenèse associé à une perte des spermatogonies (Costoya et al., 2004). LIN28 est un 

facteur impliqué dans la pluripotence des cellules, spécifiquement exprimé par les 

spermatogonies indifférenciées (Zheng et al., 2009), il est impliqué dans la régulation du 

nombre de cellules germinales (West et al., 2009). SALL4 co-localise avec PLZF ainsi que 
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LIN28 (Gassei and Orwig, 2013). Il a été démontré que SALL4 séquestre PLZF, empêchant 

son activité et entraînant donc l’expression de Kit (kit proto-oncogene, receptor Tyrosine 

KInase) (normalement réprimé par PLZF), conduisant à la différenciation des cellules (Hobbs 

et al., 2012). L’invalidation de Sall4 conduit à un déclin des spermatogonies indifférenciées et 

altère la régénération des cellules souches à long-terme (Chan et al., 2017). Ces différentes 

études mettent en évidence que SALL4 est nécessaire à la prolifération mais également à la 

différenciation des cellules germinales indifférenciées. De plus, l’ensemble des cellules 

positives pour CDH1 (E-cadhérine) présente des caractéristiques de spermatogonies A 

indifférenciées, ce qui a permis de mettre en évidence la spécificité de ce marqueur (Tokuda et 

al., 2007). 

 Il existe d’autres protéines exprimées de manière différentielle selon le degré de 

différenciation des spermatogonies A. Le répresseur transcriptionnel ID4 est exprimé par une 

sous-population de spermatogonies indifférenciées : il est exprimé spécifiquement dans les 

spermatogonies Asingle. ID4 représente donc l’un des seuls marqueurs de SSCs. Chez les souris 

invalidées pour le gène codant ID4, la spermatogenèse est altérée à long terme en raison d’une 

perte progressive des spermatogonies indifférenciées à l’âge adulte (Oatley et al., 2011). Le 

facteur de transcription PAX7 (PAired boX 7) est lui aussi un marqueur spécifique des 

spermatogonies Asingle. Les cellules positives pour PAX7 sont nécessaires au maintien de la 

fertilité et elles sont suffisantes pour entraîner un redémarrage de la spermatogenèse après une 

altération de la lignée germinale avec des agents de chimiothérapie ou de radiothérapie (Aloisio 

et al., 2014). 

 La protéine GFRA1 est également exprimée de manière hétérogène dans les différents 

types de spermatogonies ; environ 30 à 40 % des cellules indifférenciées seraient GFRA1+ 

(Nakagawa et al., 2010). GFRA1 est, avec RET (REarranged during Transfection), le co-

récepteur du GDNF (Meng, 2000). L’expression de GFRA1 est importante dans les 

spermatogonies Asingle et diminue au fur et à mesure de la progression de la spermatogenèse. 

GFRA1 n’est plus exprimé à partir du stade spermatogonies Aaligned au stade 16 cellules (Grasso 

et al., 2012; Nakagawa et al., 2010). Il a été démontré que le pool de SSCs est cependant 

composé de cellules GFRA1+ et GFRA1- (Garbuzov et al., 2018). Les cellules GFRA1+ sont 

définies par une signalisation active des gènes régulés par le GDNF et les FGFs associée à 

l’auto-renouvellement et à la prolifération des cellules. La sous-régulation de ces voies de 

signalisation conduit à une transition des cellules GFRA1+ vers les cellules GFRA1-.  
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Trois clusters de cellules GFRA1+ ont été mis en évidence à partir des spermatogonies 

Asingle jusqu’aux spermatogonies Apaired : les cellules exprimant uniquement Nanos2, celles 

exprimant uniquement Nanos3 et celles co-exprimant les deux marqueurs (Suzuki et al., 2009). 

Les gènes Nanos codent pour des protéines conservées au cours de l’évolution et sont impliqués 

dans le développement des cellules germinales (Seydoux and Braun, 2006). NANOS2 et 

NANOS3 sont exprimés dans les spermatogonies souches qui s’auto-renouvellent, ils sont 

nécessaires au maintien de leur état souche lors de la spermatogenèse. L’invalidation 

conditionnelle de Nanos2 entraîne une déplétion du pool de cellules souches alors que sa 

surexpression conduit à une augmentation du nombre de spermatogonies indifférenciées ayant 

des caractéristiques de cellules souches (Sada et al., 2009). En parallèle, une accumulation du 

nombre de cellules en phase G1 est observée lors de la surexpression de Nanos3 indiquant un 

rôle majeur de NANOS3 dans la progression du cycle cellulaire des cellules indifférenciées. 

Par ailleurs, un traitement aux acides rétinoïques conduisant à la différenciation des cellules 

germinales entraîne une diminution importante de l’expression de Nanos3 (Lolicato et al., 2008) 

confirmant que NANOS3 est nécessaire au maintien de l’état indifférencié des spermatogonies 

via la régulation de leur cycle cellulaire.  

 Le facteur de transcription NEUROGENIN3 (NGN3) est exprimé dans les 

spermatogonies indifférenciées, principalement les spermatogonies progénitrices (Yoshida et 

al., 2004) ; il est nécessaire à l’entrée en différenciation des SSCs (Kaucher et al., 2012). Il 

existe deux sous-populations de spermatogonies indifférenciées, les cellules NGN3- qui 

présentent un potentiel cellule souche important et les cellules NGN3+ qui présentent un 

potentiel de différentiation élevé (Zheng et al., 2009). Les spermatogonies indifférenciées 

exprimant NGN3 ne contribuent donc pas aux SSCs ; cependant, après une déplétion des 

spermatogonies (induite par un traitement au busulfan), ces cellules sont capables de restaurer 

le pool de cellules souches, suggérant ainsi une « reprogrammation » des cellules progénitrices 

NGN3+ en SSCs (Zhang et al., 2016a). 

 Les régulateurs transcriptionnels SOHLH1 (Spermatogenesis and Oogenesis specific 

basic Helix-Loop-Helix 1) et SOHLH2 (Spermatogenesis and Oogenesis specific basic Helix-

Loop-Helix 2) sont co-exprimés dans l’ensemble de la population des spermatogonies à 

l’exception des spermatogonies GFRA1+ qui incluent les SSCs. L’invalidation de l’un de ces 

gènes ou de ces deux gènes conduit à un défaut de différenciation des spermatogonies alors que 

la prolifération n’est pas impactée. SOHLH1 et SOHLH2 induisent des gènes nécessaires à la 

différenciation des cellules indifférenciées tels que Sox3 (Sex determining region Y-bOX 3) et 
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régulent les gènes Gfra1 et Kit impliqués dans le maintien de la pluripotence des SSCs (Suzuki 

et al., 2012). 

 Le gène c-kit est un proto-oncogène qui code pour un récepteur tyrosine kinase. Il est 

spécifiquement requis pour la mitose des spermatogonies A matures (Aaligned) et pour leur 

différenciation, mais la mitose des spermatogonies indifférenciées est indépendante de son 

expression (Yoshinaga et al., 1991). 

c) Différenciation des spermatogonies indifférenciées 

 A l’issue de cette étape de prolifération où les spermatogonies se sont amplifiées, les 

spermatogonies Aaligned vont entrer en différenciation afin de devenir des spermatogonies 

différenciées. Dans un premier temps, il s’agira de spermatogonies A1 qui subiront 6 divisions 

mitotiques et se différencieront en spermatogonies A2, A3 et A4, puis en spermatogonies 

intermédiaires avant de devenir des spermatogonies B. Ces dernières vont subir une division 

mitotique permettant la production de deux spermatocytes primaires pré-leptotènes qui subiront 

la méiose (de Rooij, 2001). 

 Cette étape nécessite un soutien important des cellules somatiques. Les macrophages 

péritubulaires ainsi que les cellules de Leydig produisent le facteur CSF1 nécessaire aux 

spermatogonies. Les macrophages produisent également avec les cellules de Sertoli les 

enzymes impliquées dans la biosynthèse des acides rétinoïques, essentiels à la régulation de la 

différenciation (Chen et al., 2014, 2016a; DeFalco et al., 2015; Kokkinaki et al., 2009; Meistrich 

and Shetty, 2015; Oatley et al., 2009; Potter and DeFalco, 2017). L’ablation des macrophages 

dans le testicule adulte entraîne une diminution du nombre de cellules germinales associée à 

une modification de la prolifération des cellules ou un défaut de différenciation mais sans que 

cela ait impact sur les SSCs (DeFalco et al., 2015). 

 Au sein du compartiment apical, les cellules de Sertoli sécrètent des protéines de 

transport qui vont permettre le transfert d’ions métalliques tels que la transferrine ou la 

céruloplasmine (Sylvester and Griswold, 1994), mais également de lipides tels que la clusterine 

ou la saposine (Law and Griswold, 1994), ou encore des hormones qui seront nécessaires à la 

différenciation des cellules germinales post-méiotiques. Pour leur métabolisme, les cellules 

germinales indifférenciées nécessitent par ailleurs la présence de lactate (Jutte et al., 1981; Mita 

et al., 1982; Nakamura et al., 1984) dont l’approvisionnement dans le compartiment apical est 

pris en charge par les cellules de Sertoli (Robinson and Fritz, 1981). En effet, les cellules de 
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Sertoli par le biais de transporteurs spécifiques de type GLUT (GLUcose Transporter) captent 

le glucose circulant, qui est ensuite converti en pyruvate après glycolyse (Angulo et al., 1998). 

Le pyruvate est enfin transformé en lactate sous l’action de la lactate déshydrogénase (LDH) 

(Rato et al., 2012), il sera ensuite pris en charge par les transporteurs MCT (MonoCarboxylate 

Transporters) pour être acheminé jusqu’aux cellules germinales (Oliveira et al., 2011; Rato et 

al., 2012). Par ailleurs les facteurs IGF-1 et IGF-2 (Insulin-like Growth Factor 1 et 2) et TGF-

�
�������
��	�����
����!�
�
��"lpha) produits par les cellules de Sertoli favorisent in vitro la 

différenciation des spermatogonies en spermatocytes (Nakayama et al., 1999; Tajima et al., 

1995). Il a été démontré qu’IGF-1 augmente le pourcentage de spermatides rondes et allongées 

via une diminution de l’apoptose des cellules germinales et une augmentation de la densité de 

celles-ci (Yao et al., 2017). 

 A l’âge adulte, la FSH est nécessaire au maintien de la spermatogenèse. Chez le rat, le 

défaut de production de la FSH (hypophysectomie), ou la perte de son activité 

(immunosuppression GnRH, GoNadotropin Releasing Hormone), conduisent à une diminution 

du nombre de cellules germinales différenciées et à une altération de la survie des 

spermatogonies. Cet effet peut être restauré par l’administration de FSH recombinante (Russell 

et al., 1993; Singh and Handelsman, 1996) bien qu’elle ne soit pas suffisante à la progression 

des cellules germinales au-delà des stades méiotiques. 

 La FSH contribue ainsi à la prolifération et à la survie des spermatogonies en partie car 

l’expression de nombreux gènes sertoliens (environ 300) sont sous la dépendance de la FSH 

(McLean et al., 2002; Sadate-Ngatchou et al., 2004). Parmi ceux-ci de nombreux sont identifiés 

comme nécessaires au maintien du métabolisme des cellules germinales tels que l’Abp 

(Androgen Binding Protein) (Morris et al., 1988) et la lactate déshydrogénase (Short et al., 

1994). D’autres sont impliqués dans la prolifération et la différenciation des cellules germinales 

tels que les facteurs de croissance Igf-1 (Suwanichkul et al., 1994), Scf (Taylor et al., 1996), 

Vegf (Vascular Endothelial Growth Factor) (Tian et al., 2016) et Gdnf (Tadokoro et al., 2002). 

 Depuis le développement embryonnaire, l’expression du cytochrome CYP26B1 permet 

de maintenir des concentrations faibles d’acides rétinoïques jusqu’à la puberté (Bowles et al., 

2006; Koubova et al., 2006) où l’expression du gène Cyp26b1 est réprimée. Les niveaux 

d’acides rétinoïques vont alors augmenter et induire l’expression du gène Stra8 qui va permettre 

l’entrée en méiose des cellules germinales via l’activation du récepteur RAR� (Oulad-

Abdelghani et al., 1996). Il a récemment été mis en évidence que les acides rétinoïques ne sont 



Méiose 1 Méiose 2

Spermatocyte I 
(diploïde)

Spermatozoïdes 
(haploïdes)

Spermatides 
(haploïdes)

Figure 19 : La méiose des spermatocytes.
La première division méiotique est une division réductionnelle qui permet de passer d’un
spermatocyte primaire diploïde à un spermatocyte secondaire haploïde. La seconde division
méiotique est dite équationnelle, elle permet la formation de deux spermatides rondes à partir
d’un spermatocyte secondaire.
https://lille2p1.wordpress.com/2015/08/08/ue2-la-meiose-2/

Spermatocyte II 
(haploïde)
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cependant probablement pas le seul signal de différenciation. En effet, il a été montré que la 

différenciation  des cellules germinales peut se dérouler normalement en l’absence de 

signalisation RA (Teletin et al., 2019). 

3. Méiose 

 La méiose est un processus de division cellulaire propre aux cellules germinales. Elle 

permet de réduire le matériel génétique afin de former des cellules sexuelles au cours de la 

gamétogenèse. La méiose est caractérisée par deux étapes de division successives précédées 

d’une unique phase de réplication (phase S) (Figure 19). Elle permet, à partir d’une cellule 

mère diploïde à 2n chromosomes homologues à deux chromatides (spermatocyte primaire) de 

former quatre cellules filles haploïdes à n chromosomes simples (spermatocytes secondaires).  

 Chacune des divisions méiotiques se déroule en 5 phases : prophase, métaphase, 

anaphase, télophase et cytodiérèse. La première division méiotique est dite division 

réductionnelle, puisque les deux cellules qui vont résulter de cette division sont haploïdes : leur 

nombre de chromosome est réduit de moitié. 

 La prophase de première division méiotique (prophase 1) est une étape longue (90 % de 

la durée totale de la méiose) se subdivisant en 5 parties correspondant à l’état caractéristique de 

la chromatine : leptotène, zygotène, pachytène, diplotène et diacinèse. Elle est marquée par 

deux événements majeurs : 

1/ Les spermatocytes leptotènes vont traverser la barrière hémato-testiculaire lorsque cette 

dernière s’ouvre de manière transitoire afin de permettre leur migration à partir du 

compartiment basal dans le compartiment apical de l’épithélium séminifère (Li et al., 2009). Ce 

processus implique une dissociation puis un réassemblage des jonctions intercellulaires entre 

deux cellules de Sertoli, permettant l’ouverture de la BHT, et entre une cellule de Sertoli et une 

cellule germinale, permettant la progression des cellules germinales dans le tube séminifère.  

2/ Au cours du stade pachytène, un échange de matériel génétique entre deux chromatides de 

chromosomes appariés se déroule. Il s’agit d’une recombinaison homologue permettant le 

brassage de l’information génétique et conduisant à la production de cellules germinales portant 

une association d’allèles uniques. 

 La deuxième division méiotique est dite équationnelle, elle se déroule comme une 

mitose classique immédiatement après la première division méiotique. Les chromatides sœurs 

de chaque chromosome se répartissent entre les deux cellules filles, il n’y a pas de cycle de 
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réplication de l’ADN supplémentaire. Le stock génétique est donc conservé et deux spermatides 

rondes à n chromosomes sont produites à partir d’un spermatocyte secondaire. 

 Au cours de la méiose, les spermatocytes primaires vont subir une vague d’apoptose qui 

va conduire à la perte d’environ 22 % des spermatocytes primaires, principalement lors de la 

métaphase (Roosen-Runge, 1962). L’apoptose, qui est un processus physiologique 

indispensable au bon déroulement de la spermatogenèse (Xiong et al., 2009), permet de réguler 

le nombre de cellules germinales afin d’adapter le ratio cellules germinales / cellules de Sertoli 

(Billig et al., 1995; Print and Loveland, 2000) et d’éliminer les cellules germinales présentant 

des anomalies (Blanco-Rodríguez et al., 2003; Rodriguez et al., 1997). Les cellules de Sertoli 

présentent une activité de phagocytose qui va leur permettre d’assurer l’élimination des cellules 

germinales apoptotiques et des corps résiduels formés au cours de la spermiogenèse (cf 4. 

Spermiogenèse) (Yefimova et al., 2008). Cette fonction permet d’empêcher la libération de 

contenus toxiques et constitue une importante source d’énergie pour les cellules de Sertoli. En 

effet, les lipides membranaires fourniront l’énergie nécessaire au métabolisme de la cellule de 

Sertoli (Xiong et al., 2009).  

 Par ailleurs, les modèles murins invalidés pour le récepteur aux androgènes 

spécifiquement dans les cellules de Sertoli sont stériles, il n’est détecté aucun spermatozoïde 

dans l’épididyme. Un blocage de la spermatogenèse au stade de spermatocyte primaire est 

observé, conduisant à l’absence de formation de spermatides rondes (Chang et al., 2004). La 

diminution du nombre de cellules germinales est associée à une augmentation de l’apoptose et 

à un défaut des fonctions des cellules de Sertoli (Chang et al., 2004; De Gendt et al., 2004; 

Holdcraft and Braun, 2004). En effet, un défaut de développement morphologique des cellules 

de Sertoli et une augmentation de la perméabilité de la BHT sont observés. Ces effets sont 

associés à une diminution des niveaux d’expression de transcrits codant des protéines 

impliquées dans la composition du cytosquelette ou de la matrice extracellulaire de la cellule 

de Sertoli telles que la CLAUDIN3 (CLDN3) (Meng et al., 2005). Ceci suggère un rôle majeur 

des androgènes sur les cellules de Sertoli, nécessaires à la méiose des cellules germinales. En 

effet, une diminution importante de la production d’androgènes (induite par hypophysectomie, 

par saturation de l’axe hypothalamo-hypophysaire par la GNRH ou par la perte de fonction des 

récepteurs au gonadostimulines) ou la perte de fonction du récepteur AR sont associées à une 

apoptose massive des cellules germinales et à un arrêt de la spermatogenèse lors de la première 

division méiotique (Chang et al., 2013; Eacker et al., 2008; Huhtaniemi et al., 2012; Layman 

and McDonough, 2000). Ces observations mettent en avant un impact majeur de la production 



37 
 

de testostérone par les cellules de Leydig sur les fonctions des cellules de Sertoli afin de 

conduire à la méiose des cellules germinales.  

 A ce stade, le rôle immunitaire de la BHT est majeur. En isolant les cellules post-

méiotiques de la circulation systémique, la BHT délimite un environnement de privilège 

immunitaire. Elle prévient ainsi l’entrée des lymphocytes dans le compartiment luminal de 

l’épithélium, ce qui évite l’apparition d’anticorps à l’origine de maladies auto-immunes 

conduisant à la stérilité (Fijak et al., 2011; Francavilla et al., 2007). Par ailleurs, la BHT sépare 

les cellules de Sertoli en deux pôles : basal et apical, ce qui leur confère une polarité structurale 

et fonctionnelle. Cela permet de créer un microenvironnement spécialisé qui sera nécessaire au 

développement des cellules germinales post-méiotiques. Plusieurs modèles animaux exposés à 

différentes substances entraînant une rupture de la BHT présentent un blocage de la 

spermatogenèse. 

 Par ailleurs, la méiose nécessite des voies de signalisation dépendantes des cellules de 

Sertoli. Il a notamment été montré que l’activation de ERK1/2 dans les cellules de Sertoli 

conduit à l’entrée en méiose des cellules germinales. En effet, en présence d’un inhibiteur de 

cette voie, une diminution du nombre de spermatocytes secondaires est observée (Godet et al., 

2008). De plus, en présence d’une augmentation de la FSH, une surexpression de la nociceptine 

dans les cellules de Sertoli est observée (Eto et al., 2012). Le récepteur à la nociceptine, OPR-

1 (12-OxoPhytodienoate Reductase 1), est exprimé exclusivement dans les spermatocytes (Eto 

et al., 2013). La nociceptine agit en induisant et en maintenant la phosphorylation de REC8, 

responsable de la dynamique des chromosomes durant la méiose dans les spermatocytes. La 

nociceptine est donc un facteur essentiel à la progression méiotique (Lee et al., 2003). De plus, 

les cellules de Sertoli sous l’action des RAs et de la FSH vont également exprimer NRG1 

(NeuReGulin 1) et NRG3 (NeuReGulin 3). Ces deux facteurs participent à l’entrée en méiose, 

les souris invalidées pour NRG1 présentant une absence d’initiation de la méiose (Zhang et al., 

2011). 

4. Spermiogenèse 

 La troisième étape de la spermatogenèse concerne la maturation des spermatides 

permettant d’aboutir à la formation des spermatozoïdes testiculaires immatures. Il s’agit de la 

spermiogenèse qui est le processus de différenciation terminal de la spermatogenèse. Elle 

débute immédiatement après la division méiotique équationnelle.  



Figure 20 : La spermiogenèse.
1 : Condensation de la chromatine, début de développement du flagelle
2 : Développement de l’acrosome
3 : Formation du corps résiduel
4 : Spermatozoïde mature

1
2 3

4
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 Chez la souris, la spermiogenèse est divisée en 16 étapes associées à des changements 

morphologiques importants nécessaires à la formation de spermatozoïdes fonctionnels (Hess 

and Renato de Franca, 2008; Oakberg, 1956). Les spermatides rondes se distinguent par leur 

noyau arrondi (stades 1 à 8) qui possèdent une chromatine homogène associée à une activité 

transcriptionnelle réduite. En effet, il est principalement retrouvé des transcrits codant les 

protéines utiles à la poursuite de la différenciation, il s’agit essentiellement de protéines de 

transition (TNP1/TNP2 : TraNsition Protein 1/2) et de protamines (PRM1/PRM2 : PRotaMin 

1/2) (Steger, 1999). Les spermatides s’allongent ensuite progressivement (stades 8 à 11) ; une 

fois matures elles présentent une chromatine inactive de forme compacte (stades 11 à 14). La 

majeure partie du cytoplasme est ensuite éliminée, le noyau est condensé de manière plus 

importante qu’à l’étape précédente et est transcriptionnellement inactif, et le flagelle et 

l’acrosome se développent (stades 14 à 16). (Figure 20) 

   i. Compaction de la chromatine 

 Lors de la spermiogenèse, un remaniement majeur de la structure de la chromatine 

s’effectue. Le noyau va subir une réorganisation morphologique et la chromatine va se 

condenser progressivement pour donner une apparence compacte. Un des premiers mécanismes 

qui entrent en jeu est l’acétylation de l’histone H4 qui est associée à une structure 

chromatinienne plus relâchée (Shirakata et al., 2014). Les histones H4 hyperacétylées sont 

reconnues par les protéines BRDT (BRomoDomain Testis-specific) qui vont participer au 

remodelage de la chromatine (Pivot-Pajot et al., 2003). La transition des histones en protamines 

est également associée aux cassures ADN, celles-ci sont causées par la topoisomerase II beta 

(Leduc et al., 2008), ce qui va permettre de faciliter l’élimination des variants d’histone et leur 

remplacement par des protéines de transitions (TNP1 et TNP2) qui semblent impliquées dans 

les processus de réparation de l’ADN (Caron et al., 2001). En effet, les protéines de transitions 

stimulent la réparation des cassures simples brins après un dommage à l’ADN induit par des 

UVs, bien que le mécanisme impliqué ne soit actuellement pas décrit. Les protéines de 

transitions seront ensuite remplacées par des protamines qui sont des protéines nucléaires 

spécifiques au testicule (PRM1 et PRM2) (Sassone-Corsi, 2002). Cette transition histone-

protamine permet la formation des spermatides allongées via la condensation du génome des 

spermatides rondes. Les protamines sont riches en résidus cystéine et sont étroitement associées 

entre elles par des ponts disulfures permettant un état de compaction maximal de l’ADN. Le 

génome est alors moins perméable, donc protégé des agressions physiques et chimiques 

générées par les agents mutagènes. Cela permet un maintien de l’intégrité de l’information 
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génétique lors de la progression des spermatozoïdes dans les voies génitales mâles et femelles 

jusqu’à la fécondation. Cette structure permet d’assurer l’intégrité du bagage génétique transmis 

à la descendance (Rousseaux et al., 2008; Ward and Coffey, 1991). L’intégration des 

protamines permet par ailleurs la constitution d’un code épigénétique essentiel à l’établissement 

du programme transcriptionnel du zygote lors des premières étapes du développement (Braun, 

2001; de Mateo et al., 2007). Le code épigénétique des spermatozoïdes est constitué de trois 

éléments structurels : les protamines, les histones et la matrice nucléaire. La matrice nucléaire 

représente une structure nucléaire squelettique impliquée dans la réplication, la transcription et 

la réparation de l’ADN. Chez les hommes fertiles, 5 à 15 % de la chromatine des 

spermatozoïdes reste liée aux histones plutôt qu’aux protamines alors que chez la souris seul 

1 % de l’ADN est retrouvé associé aux histones (van der Heijden et al., 2006). La modification 

des histones (méthylation, acétylation etc.) permet d’activer ou de réprimer l’expression des 

gènes alors que les protamines sont moins permissives et ne permettent quasiment pas 

d’expression génique (Gannon et al., 2014). 

   ii. Elimination du corps résiduel 

 Au cours de la spermiogenèse, la spermatide ronde va s’allonger de manière progressive 

et réduire son cytoplasme. Celui-ci, avec les organites cytoplasmiques, migre du pôle 

céphalique vers le pôle caudal du futur spermatozoïde le long du flagelle en croissance afin de 

former le corps résiduel qui sera éliminé par les cellules de Sertoli par phagocytose (Kerr and 

de Kretser, 1974). Leur membrane est digérée et une partie de leurs composants est recyclée 

afin d’initier et de soutenir un nouveau cycle de spermatogenèse. 

   iii. Développement de l’acrosome 

 L’acrosome est un organite présent dans la tête du spermatozoïde. Sa membrane 

enveloppe partiellement le noyau. Il est composé de multiples vésicules de l’appareil de Golgi 

qui ont migré et fusionné (Ramalho-Santos et al., 2001). L’acrosome est constitué d’enzymes 

hydrolytiques nécessaires à la dégradation de la zone pellucide de l’ovocyte lors de la 

fécondation afin de la dégrader et ainsi permettre d’atteindre la membrane plasmique du gamète 

femelle. 

   iv. Développement du flagelle 

 Dès les premiers stades de la spermiogenèse, le flagelle commence à se développer. Il 

permet la mobilité du spermatozoïde grâce à des mouvements ondulatoires. Son squelette 
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(l’axonème) est formé de microtubules issus du centriole distal qui se sont assemblés. 

L’axonème est associé à de nombreuses protéines et il est entouré de nombreuses 

mitochondries. Il s’agit de l’appareil moteur du spermatozoïde, assurant sa mobilité. La 

présence des mitochondries permet de générer l’énergie nécessaire aux mouvements du flagelle 

via la production d’ATP (Adénosine triphosphate). 

5. Spermiation 

 La spermiation est la dernière étape de la spermatogenèse, il s’agit de la libération des 

spermatozoïdes dans la lumière du tube séminifère. Cette étape nécessite l’intervention des 

cellules de Sertoli qui vont se restructurer afin de faciliter la dissociation et le relargage des 

spermatozoïdes testiculaires (O’Donnell et al., 2011). 

Les cellules de Sertoli produisent des protéases (métalloprotéases) et des anti-protéases 

qui permettent la progression des cellules germinales au sein de l’épithélium et le relargage des 

spermatozoïdes lors de la spermiation en participant à la dynamique des jonctions cellule – 

cellule (Mruk et al., 2003). En effet, une augmentation de l’activité de PA (Plasminogen 

Activator) et CP-2 (Cyclic Protein-2) est observée aux stades de la spermatogenèse où les 

cellules germinales vont se détacher de la membrane basale afin de rejoindre la lumière des 

tubes séminifères. Par ailleurs, une diminution de l’activité des inhibiteurs de protéases 

�'���������
��
�{-macroglobuline) est également observée à ce stade. La présence de PA et CP-

2 joue un rôle dans la dégradation des molécules d’adhésion qui lient les spermatides aux 

cellules de Sertoli, permettant ainsi leur relargage dans la lumière des tubes (Erickson-

Lawrence et al., 1991; Vihko et al., 1984). 

Lorsque les cellules germinales rejoignent la lumière des tubes séminifères, un peptide-

F5 est produit >
������
��
'#�[�<�
��
#�
'�����
�~
��
#�
#�"�����, ce peptide perturbe l’intégrité 

de la BHT ce qui permet donc de synchroniser la spermiation avec l’ouverture de la BHT 

permettant une coordination importante de la spermatogenèse (Gao et al., 2016). En effet, les 

fragments de protéines de jonctions générés au cours de la spermiation contribuent à un mode 

de signalisation autocrine permettant l’ouverture de la BHT et le passage des spermatocytes en 

méiose (Cheng and Mruk, 2010). D’autre part, la phagocytose du corps résiduel stimule la 

production d’Interleukine-1 et d’Activine-A (Gérard et al., 1992; Okuma et al., 2006), facteurs 

paracrines nécessaires à la progression des spermatogonies en spermatocytes (Mather et al., 

1992; Pöllänen et al., 1989). 
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 En réponse à la testostérone, les récepteurs AR localisés à proximité de la membrane 

plasmique des cellules de Sertoli peuvent interagir avec la protéine kinase SRC et l’activer. Son 

activation déclenchera une cascade de phosphorylations impliquant le récepteur du facteur de 

croissance EGF et la voie des MAPK et aboutira à l’activation du facteur de transcription CREB 

(Fix et al., 2004). La protéine SRC permet notamment de moduler la phosphorylation des 

protéines cadhérines et caténines impliquées dans la formation des jonctions adhérentes (Roura 

et al., 1999; Zhang et al., 2005), notamment nécessaires au maintien et à l’adhésion des 

spermatides aux cellules de Sertoli, et au relargage des spermatozoïdes dans la lumière des tubes 

séminifères lors de la spermiation (Wong and Cheng, 2005). 

 A ce stade, les spermatozoïdes produits par le testicule sont immobiles et incapables de 

féconder un ovocyte. Cependant, ils possèdent les structures nécessaires à la poursuite de leur 

maturation qui se fera dans l’épididyme. Par ailleurs, la chromatine continue à se condenser par 

le biais de la formation de ponts disulfures entre les protamines ; le génome du spermatozoïde 

est donc transcriptionnellement inactif à ce stade.  

 Au sein de l’épididyme, les cellules épithéliales sécrètent de nombreuses protéines, 

principalement des enzymes (phosphatases, protéases, inhibiteurs de protéases, glucosidases et 

glycosyltransférases). Celles-ci vont modifier le milieu environnant des spermatozoïdes mais 

également leur revêtement membranaire, ce qui permettra notamment l’apparition de récepteurs 

à la zone pellucide et à la membrane plasmique de l’ovocyte, nécessaires au processus de 

fécondation. 

 Dans les voies génitales femelles, le spermatozoïde subira également d’autres 

évènements de maturation, notamment l’événement de capacitation qui est nécessaire à 

l’obtention d’un gamète fécondant (Bedford, 1970). La capacitation est caractérisée par de 

nouvelles modifications de la membrane qui conduiront à l’hyperactivité des spermatozoïdes et 

qui sont requises pour la future réaction acrosomique et la fécondation.  

 Au-delà des troubles de la fertilité, associés aux atteintes testiculaires, une autre 

pathologie testiculaire voit son incidence augmenter ces dernières années : il s’agit des cancers 

germino-testiculaires dont les détails seront abordés dans la prochaine partie.  
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Figure 21 : (a) Taux de nouveaux cas et taux de
décès du cancer testiculaire entre 1975 et 2018
aux Etats-Unis.
(b) Pourcentage de nouveaux cas du cancer
testiculaire par âge. L’âge médian au moment
du diagnostique est de 32 ans.
D’après
https://seer.cancer.gov/statfacts/html/testis.html
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Figure 22 : Classification des différents types de cancers testiculaires.
Les tumeurs germino-testiculaires sont subdivisées en plusieurs catégories, les tumeurs de type
séminome sont des tumeurs homogènes de bon pronostic. Les tumeurs de type non-séminomes
sont des tumeurs hétérogènes et plus agressives, elles sont représentées par les carcinomes
embryonnaires, les tératomes, les choriocarcinomes, les tumeurs du sac vitellin et les tumeurs
mixtes.

(a)

(b)

T
au

x 
po

ur
 1

00
 0

00
 p

er
so

nn
es

Taux de nouveaux cas et de décès du cancer testiculaire

Âge de diagnostique du cancer testiculaire

P
ou

rc
en

ta
ge

 d
e 

no
uv

ea
ux

 c
as



42 
 

Partie 3. Cancer et fertilité 

A. Le cancer testiculaire 

1. Epidémiologie 

 Le cancer testiculaire est un cancer rare bien qu’il s’agisse du cancer le plus commun 

chez l’adolescent et l’homme jeune (15 à 40 ans environ) (Adami et al., 1994). Depuis plusieurs 

décennies, une augmentation de l’incidence du cancer testiculaire est observée (Figure 21). Le 

nombre de cas en 2016 est en effet 1,8 fois plus important qu’en 1990. L’incidence des cancers 

testiculaires est accentuée dans les pays développés avec le nombre de cas maximum relevé en 

Europe et aux Etats-Unis (avec, respectivement, 5,6 et 5 cas pour 100 000 personnes) alors que 

l’incidence la plus faible est retrouvée en Afrique (0,4 cas pour 100 000 personnes) (Park et al., 

2018). Une estimation de 9560 nouveaux cas a été réalisée aux Etats-Unis en 2019 avec un taux 

de survie à 5 ans de 95 % (Siegel et al., 2019). Un modèle de prédiction a par ailleurs suggéré 

que le nombre de cas de cancers testiculaires allait continuer à augmenter jusqu’en 2035 dans 

l’Europe du Nord, de l’Est et de l’Ouest avec un déclin en Europe du Sud (Znaor et al., 2020). 

 La mortalité associée au cancer testiculaire est relativement faible et grâce aux 

innovations thérapeutiques le taux de mortalité a diminué entre 1990 et 2016 passant de 0,18 

pour 100 000 à 0,12 (Cai et al., 2020) (Figure 21). Cependant, chez environ 10 à 15 % des 

patients, une résistance aux traitements communément utilisés est observée conduisant au décès 

d’environ 4 % des patients (Adra and Einhorn, 2017). 

 Les cancers testiculaires peuvent provenir des cellules somatiques, il s’agit alors de 

tumeurs non germinales. Ces cancers sont très rares et représentent environ 5 % des cas de 

cancers testiculaires. Dans 95 % des cas, il s’agit de tumeurs germino-testiculaires (TGTs) dont 

il existe plusieurs sous-catégories qui seront détaillées ensuite (Figure 22). 

2. Tumeurs germinales du testicule 

a) Les différents sous types de tumeurs germino-testiculaires 

 Comme indiqué précédemment, il existe deux sous-types de TGTs. Les séminomes 

représentent 55 à 60 % des TGTs et les non-séminomes, qui sont des tumeurs mixtes, 

constituent 40 à 45 % de celles-ci (Bray et al., 2006) (Figure 22). 
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i. Séminomes 

 Les tumeurs séminomateuses sont des tumeurs de bon pronostic ; ce sont des tumeurs 

homogènes qui affectent les hommes âgés de 25 à 40 ans en moyenne. D’un point de vue 

histologique, les séminomes sont caractérisés par la présence de cellules uniformes avec un 

cytoplasme riche en glycogène et un noyau irrégulier. Dans tous les séminomes, un infiltrat 

lymphoïde est visible associé à la présence de lymphocytes T principalement (Bell et al., 1987).  

ii. Non-séminomes 

 Les tumeurs non-séminomateuses sont plus agressives et présentent un moins bon 

pronostic que les séminomes (Møller, 1993). La moyenne d’âge de diagnostic de ces tumeurs 

est d’environ 25 ans. Les tumeurs non-séminomateuses sont subdivisées en plusieurs types : les 

carcinomes embryonnaires (EC, Embryonal Carcinoma) qui représentent les stades initiaux et 

qui peuvent se différencier en tissus embryonnaires : les tératomes, ou en tissus extra-

embryonnaires : les tumeurs du sac vitellin (YST ; Yolk Sac Tumor) et les choriocarcinomes 

(Rajpert-De Meyts et al., 2003). 

 Les tumeurs mixtes sont parmi les plus communes : elles représentent environ 1/3 de 

toutes les TGTs (Jacobsen, 1986). Elles présentent une apparence hétérogène et sont 

majoritairement composées de tératomes et de YST. 

 Les carcinomes embryonnaires (ECs) sont relativement peu fréquents, ils représentent 

2 à 3 % des cas de tumeurs testiculaires (Mostofi et al., 1990). Histologiquement, une double 

couche constituée de cellules d’ECs est observée parallèlement à une couche de cellules 

néoplasiques aplaties (Jacobsen, 1986). Les tératomes sont assez peu retrouvés en tant que 

tumeur pure mais ce sont des composants communs des TGTs mixtes. Les tératomes purs sont 

plutôt retrouvés chez les enfants (Brosman, 1979) ; quand ils sont observés après la puberté ils 

sont souvent associés à des métastases et sont dus à la différenciation des ECs. Les YST sont 

les plus communes, représentant environ 40 à 50 % des TGTs non-séminomateuses (Talerman, 

1980) mais elles représentent majoritairement un composant des TGTs mixtes plutôt que des 

tumeurs pures. Ces tumeurs proviennent de l’endoderme et sont des tumeurs plus agressives. 

Les choriocarcinomes sont assez peu communs, qu’il s’agisse de tumeurs pures ou de 

composants de TGTs mixtes. Ils sont associés à un plus mauvais pronostic que les autres formes 

de TGTs car ce sont des tumeurs qui se disséminent de manière importante. 
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b) Principaux facteurs de risques 

 Plusieurs facteurs de risques ont été proposés pour l’étiologie des TGTs, dont seule la 

cryptorchidie a été démontré actuellement. Il s’agit de l’absence de testicules dans le scrotum à 

la naissance. La migration des testicules de l’abdomen vers le scrotum est incomplète ce qui 

entraîne une infertilité résultant d’une température inadéquate pour permettre la production de 

spermatozoïdes par le testicule. Une étude a mis en évidence que les hommes présentant une 

cryptorchidie avaient 7,5 fois plus de risques de développer un cancer germino-testiculaire 

(Swerdlow et al., 1997). De plus, l’infertilité semble également être un facteur de risque associé 

au développement de TGTs, notamment dans le cas de TDS. Le syndrome de dysgénésie 

testiculaire, notamment associé à une qualité de spermatozoïdes amoindrie, à l’hypospadia et à 

des défauts de descente testiculaire, est en effet associé au risque de développement de cancer 

testiculaire (Selvi et al., 2020; Skakkebaek et al., 2001). 

 De nombreuses études se sont intéressées aux facteurs susceptibles d’induire des TGTs. 

Une association entre un âge de puberté précoce et/ou un manque d’exercice avec le 

développement de TGTs a été observée (Forman and Møller, 1994). Depuis les années 1980, le 

rôle d’agents infectieux dans les tumeurs testiculaires est supposé. Une étude a mis en évidence 

que 80 % des patients présentant un historique de TGT de stade I possèdent des niveaux élevés 

d’anticorps anti-EBV (Epstein-Barr Virus), ce qui relie le risque de cancer à une exposition à 

un virus (Algood et al., 1988). En 2013 une méta-analyse a permis de mettre en évidence que 

le risque de développer des TGTs était augmenté de 0,7 à 3,1 après une infection virale 

(Hentrich and Pfister, 2017; Yousif et al., 2013). 

 L’implication de polluants chimiques décrits comme des perturbateurs endocriniens est 

suspectée d’être un facteur de risque des TGTs. Plusieurs études ont démontré une 

augmentation de l’incidence des TGTs dans les familles d’agriculteurs utilisant de grandes 

quantités d’engrais (Kristensen et al., 2008; Rodvall, 2003). Chez la souris, une étude récente a 

mis en évidence que la descendance mâle des femelles gestantes exposées au BPA présentait 

75 % plus de risque de développement tumoral dans un modèle de cancer intratesticulaire par 

rapport à la descendance des femelles gestantes non exposées (Nava-Castro et al., 2019). 

Cependant, les résultats des différentes études à ce sujet sont relativement contradictoires et ne 

permettent donc pas de conclure sur le rôle des perturbateurs endocriniens dans la mise en place 

du cancer germino-testiculaire. En effet, les TGTs ont été associées à des taux plasmatiques 

élevés de p,p’-DichloroDiphenyldichloroEthylene (p,p’-DDE) qui est un dérivé du DDT 
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(DichloroDiphenylTrichloroethane), un insecticide classé dans les polluants organiques 

persistants (Giannandrea et al., 2011; McGlynn et al., 2008; Purdue et al., 2009). Il a également 

été observé une augmentation des concentrations de certains polluants organiques persistants 

dans le sang de mères dont les enfants ont été atteints de TGTs, ce qui suggère que l’exposition 

in utero à des perturbateurs endocriniens pourrait jouer un rôle dans l’étiologie des cancers 

germino-testiculaires (Cohn et al., 2010; Hardell et al., 2006). A l’inverse, d’autres études n’ont 

pas révélé de lien entre l’exposition aux PCBs (PolyChloroBiphényles) et le risque de TGTs 

(McGlynn et al., 2009). 

 Par ailleurs, des liens génétiques ont également été mis en cause, les frères des hommes 

ayant développé un cancer testiculaire ont 6 à 10 fois plus de risques d’en développer un 

également (Dearnaley, 2001). Ce lien familial semble être associé au gène TGCT1 (Testicular 

Germ Cell Tumor susceptibility 1), localisé sur le chromosome Xq27 (Rapley et al., 2000). Ce 

gène est mis en cause dans environ un tiers des cas de TGTs familiaux. Il est également connu 

que ce gène prédispose à la cryptorchidie, ce qui expliquerait son lien avec les TGTs (Holzik et 

al., 2004). 

 Jusqu’à récemment aucun modèle animal de cancer germino-testiculaire ne présentait 

un développement de tumeur important, rendant les analyses complexes. L’étiologie des 

cancers germino-testiculaires reste donc peu comprise. Il est actuellement important de 

déterminer si les tumeurs sont initiées in utero ou si les facteurs environnementaux tels que 

l’activité physique ou l’alimentation peuvent être mis en jeu dans le développement de TGTs. 

En 2017, un modèle de souris mutantes présentant une surexpression du gène Kras (Kristen RAt 

Sarcoma viral proto-oncogene) et une invalidation du gène suppresseur de tumeur Pten 

(Phosphatase and TENsion homolog) spécifiquement dans la lignée germinale grâce à la 

présence de la recombinase Cre sous le contrôle du promoteur de Stra8 a été développé 

(Pierpont et al., 2017). Ce modèle conduit au développement de TGTs chez 75 % des souris et 

permet donc d’étudier plus précisement les cancers germino-testiculaires. 

 La cryptorchidie et l’infertilité sont donc les deux causes majoritaires des TGTs bien 

qu’il existe également un lien génétique familial important. Par ailleurs, les infections virales 

ainsi que les perturbateurs endocriniens sont également potentiellement des éléments clés 

pouvant conduire aux TGTs. 
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Figure 23 : Origine du cancer germino-testiculaire.
Lors du développement tumoral, les gonocytes bloqués en phase G1 vont acquérir des
caractéristiques différentes et conduire à des néoplasies germinales in situ (GCNIS) qui
conduiront à l’âge adulte au développement de séminomes ou de non-séminomes.
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c) Etiologie des tumeurs germino-testiculaires 

 Les tumeurs germinales testiculaires surviennent principalement chez les hommes 

jeunes, il est donc supposé que l’étiologie de ces tumeurs résulte de facteurs apparaissant très 

tôt au cours de la vie plutôt qu’elle soit associée à une accumulation de mutations liées au 

vieillissement. Par ailleurs, les TGTs sont des tumeurs très hétérogènes associées à une 

expression importante de facteurs de pluripotence. Les lésions précurseures associées aux TGTs 

et les gènes et voies de signalisation impliqués dans l’étiologie des TGTs seront abordés ci-

après. 

i. Lésions précurseures 

 Les altérations impliquées dans le développement des TGTs semblent être associées à 

des troubles de prolifération et/ou de différenciation des gonocytes en spermatogonies lors du 

développement embryonnaire (Figure 23). En effet, la majorité des TGTs dérivent des cellules 

germinales, et ont plus particulièrement comme précurseur commun les néoplasies germinales 

in situ (GCNIS, Germ Cell Neoplasia In Situ) (Skakkebaek, 1972; Spiller and Bowles, 2017). 

Les GCNIS proviennent des PGCs ou des gonocytes qui, au lieu de se différencier 

normalement, vont se transformer en néoplasie au cours du développement embryonnaire. Les 

GCNIS présentent une morphologie proche des PGCs et des gonocytes et partagent l’expression 

de différents marqueurs tels que KIT, OCT3/4 (OCTamer-binding protein 3/4 (POU5F1)) ou 

NANOG (Nanog homeobox) (Kristensen et al., 2008). Plus récemment, il a été suggéré que les 

GCNIS pouvaient également provenir de spermatogonies souches pluripotentes (Guan et al., 

2006). Les cellules issues de GCNIS resteront quiescentes jusqu’à la puberté, où, en réponse à 

une stimulation potentiellement hormonale, elles vont reprendre leur prolifération et remplacer 

les spermatogonies dites « normales » (Almstrup et al., 2007). Le second élément conduisant 

au développement de tumeurs malignes sera la présence d’aberrations chromosomiques. Dans 

environ 80 à 100 % des TGTs, un gain du bras court du chromosome 12 est présent 

(Summersgill et al., 2001). Cette région chromosomique comprend de nombreux gènes, 

notamment les gènes NANOG, STELLA (DPPA3, Developmental PluriPotency Associated 3) 

et GDF3 (Growth Differentiation Factor 3) qui sont associés à la pluripotence des cellules 

souches (Clark et al., 2004). 

 La plupart des tissus testiculaires contenant des GCNIS présentent des tubes séminifères 

ayant un diamètre réduit, une spermatogenèse altérée et une membrane basale plus fine que la 

normale. Par ailleurs, les cellules des GCNIS sont plus grandes que des spermatogonies 
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normales et présentent un noyau large ; ces cellules sont principalement retrouvées le long de 

la membrane basale des tubes séminifères (Rørth et al., 2000). Les cellules des GCNIS sont 

pluripotentes et peuvent avoir deux devenirs : un développement rapide en séminome qui est 

proche des cellules germinales ou bien un maintien de leur statut indifférencié et un 

développement plus agressif et hétérogène en non-séminome.  

ii. Gènes et voies de signalisation impliqués 

 Plusieurs études s’intéressent aux gènes et aux voies de signalisation impliquées dans 

les TGTs. Comme décrit précédemment, un gain du bras court du chromosome 12 est observé 

dans 80 à 100 % des TGTs. Ainsi, de nombreux gènes localisés sur le chromosome 12 ont été 

décrits comme impliqués dans les TGTs.  

Une sur-expression de CCND2 (CyCliN D2), localisé sur le chromosome 12, est 

notamment observée dans l’ensemble des types de TGTs, suggérant qu’il s’agit d’un événement 

apparaissant tôt dans le développement tumoral (Bartkova et al., 2003; Schmidt et al., 2001). 

La CCND2 étant impliquée dans le cycle cellulaire, ces résultats supposent qu’une dérégulation 

du cycle cellulaire est un événement majeur dans le développement des TGTs. Par ailleurs, une 

sur-expression de CD9 (membre de la famille des tetraspanines, glycoprotéines de surface), 

localisé sur le chromosome 12, est également observée dans les TGTs (Skotheim et al., 2006) 

mais son implication dans le développement des TGTs n’a pas été mise en évidence.  

Il a également été démontré que l’accumulation des transcrits de GDF3, situé sur le 

chromosome 12, est élevée dans 90 % des séminomes (Ezeh et al., 2005). De plus, dans les ECs 

la transcription de GDF3 est régulée par OCT3/4 (Han et al., 2016) et dans des cellules 

tumorales NCCIT issues de non-séminomes, GDF3 induit des gènes associés à la 

différenciation. En effet, la modulation de GDF3 conduit à la sortie des cellules du statut 

indifférencié et entraîne différents programmes de différenciation. Enfin, le knock-down de 

GDF3 entraîne une diminution de l’expression de différents membres de la voie de signalisation 

BMP, tels que BMP2, 4 et 7, ainsi que de la voie de signalisation HOX qui sont des gènes 

suppresseurs de tumeurs tels que HOXA9, HOXA10 et HOXB13 (Tykwinska et al., 2013). 

Une sur-expression de DPPA3 (chromosome 12) dans les GCNIS et dans certains 

échantillons de séminomes est observée (Korkola et al., 2006). DPPA3 a été décrit comme un 

marqueur de pluripotence chez la souris, et son homologue humain est exprimé dans les TGTs 

(Bowles et al., 2003) bien qu’actuellement son rôle ne soit pas connu. 
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Dans le cadre d’une recherche de déséquilibre de liaison (LD, Linkage Disequilibrium) 

chez des patients atteints de TGTs, il a été mis en évidence deux SNP (rs995030 et rs1508595) 

localisés sur le chromosome 12 qui semblent être associés avec le risque de TGTs (Rapley et 

al., 2009). Au sein du bloc de LD sur ce chromosome, un seul gène codant une protéine est 

retrouvé : il s’agit du gène SCF, ligand du récepteur tyrosine kinase KIT. Il est connu que la 

voie de signalisation KIT régule la survie, la prolifération et la migration des cellules germinales 

(Boldajipour and Raz, 2007). Par ailleurs, une délétion hétérozygote de ce facteur dans un 

modèle de souris multiplie le risque de développement de TGTs par deux (Heaney et al., 2008). 

Enfin, la présence de mutations non-sens ou d’amplification de KIT sont présentes dans environ 

25 % des séminomes. 

 Il a également été démontré que le gène KRAS est sujet à des mutations activatrices (Olie 

et al., 1995) et qu’il est présent dans le chromosome 12 (région amplifiée dans les TGTs). Il est 

important de noter que KRAS se situe en aval de la signalisation KIT et qu’il est connu pour 

augmenter la survie de cellules séminomateuses in vitro (Roelofs et al., 2000). En effet, 

l’activation de KRAS entraîne la signalisation PI3K/AKT (AKT Serine/Threonine Kinase) qui 

est présente dans la plupart des TGTs. Ces résultats suggèrent donc un rôle majeur de KRAS 

dans les TGTs. Par ailleurs, il est également retrouvé dans les TGTs une perte de PTEN (Di 

Vizio et al., 2005) qui est un inhibiteur de la voie de signalisation PI3K/AKT. La voie de 

signalisation PI3K/AKT semble donc être modulée et jouer un rôle majeur dans les TGTs. Ces 

données ont permis de développer un modèle de souris surexprimant KRAS et invalidé pour le 

gène codant PTEN spécifiquement dans la lignée germinale comme décrit précédemment 

conduisant au développement de TGTs chez 75 % des souris (Pierpont et al., 2017). 

 D’autres SNPs, qui ne sont pas associés au chromosome 12, sont impliqués dans les 

TGTs. Un SNP (rs4624820) localisé sur le chromosome 5 a été décrit, il est associé au gène 

SPRY4 (SPRoutY RTK signaling antagonist 4) qui est un inhibiteur de la voie MAPK, elle-

même activée par la voie KIT (Sasaki et al., 2003). Le SNP rs210138 sur le chromosome 6 a 

également été décrit, il est situé dans un intron du gène BAK1 (Bcl-2 Antagonist/Killer 1). 

BAK1 va se fixer à BCL-2 (B-Cell cll/Lymphoma 2), conduisant au blocage de son activité et 

entraînant l’apoptose (Yan et al., 2000). Il a été démontré que l’expression de BAK1 dans les 

cellules germinales testiculaires est réprimée par la voie KIT. Les différents SNP observés ici 

comme étant impliqués dans les TGTs semblent donc tous être reliés à la voie KIT largement 

décrite dans les TGTs.  
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 Une autre étude a mis en évidence différents gènes pouvant être associés avec le 

développement de TGTs (Turnbull et al., 2010). Le gène CLPTM1L (Cleft Lip and Palate 

TransMembrane protein 1-Like protein) y est retrouvé, il est exprimé dans plusieurs tissus sains 

et tumoraux. Il a été décrit que la protéine CLPTM1L sensibilise les cellules cancéreuses de 

l’ovaire à l’apoptose induite par le cisplatine (Yamamoto et al., 2001). Des variants de 

CLPTM1L ont été décrits comme étant associés au risque de TGTs familiaux (Kratz et al., 

2011). Par ailleurs, une expression élevée de TERT (TElomerase Reverse Transcriptase) codant 

pour une sous-unité catalytique de la télomérase a été observée dans les séminomes 

contrairement aux non-séminomes qui présentent une accumulation d’ARNm de TERT 

minimale (Schrader et al., 2002). Il est décrit que TERT est réactivée dans de nombreuses 

cellules cancéreuses (Fernandez-Garcia et al., 2008). A l’inverse, une autre étude a mis en 

évidence une expression importante de TERT dans les échantillons de non-séminome corrélée 

avec l’élongation des télomères (Sun et al., 2018a). Par ailleurs, parmi les anomalies impliquées 

dans les TGTs, il a été décrit un déséquilibre de liaison dans une région contenant le gène 

DMRT1 (Doublesex And Mab-3 Related Transcription factor 1). L’invalidation de ce gène dans 

des modèles murins conduit à un développement de tératomes chez 90 % des souris, confirmant 

une association forte entre DMRT1 et les TGTs (Krentz et al., 2009).  

Les carcinomes embryonnaires présentent un profil d’expression proche des cellules 

embryonnaires souches. Les gènes surexprimés comprennent notamment OCT3/4, la méthyl-

transferase de novo DNMT3B (DNA MethylTansferase 3 Beta) et le facteur de transcription 

FOXD3 (FOrkhead BoX D3). Par ailleurs, NANOG est exprimé dans les GCNIS, dans les 

séminomes mais également dans les carcinomes embryonnaires (Hoei-Hansen et al., 2005).  

 Lors d’une approche gène candidat, un lien entre des mutations du gène PDE11A 

(PhosphoDiEsterase 11A) et le risque de TGTs a été révélé. En effet, une fréquence élevée de 

modifications de ce gène est observée chez les patients atteints de TGTs par rapport à une 

population contrôle (Horvath et al., 2009). Le gène PDE11A est fortement exprimé dans les 

tissus endocriniens, spécifiquement dans le testicule, et son inactivation est associée à 

l’infertilité qui constitue un risque de développement de TGTs. 

 Il a également été observé qu’un récepteur couplé aux protéines G, CXCR4 (C-X-C 

motif chemokine Receptor 4), responsable du maintien de la niche de cellules souches chez 

l’adulte (Kortesidis, 2005), était également exprimé dans les TGTs. Le gène codant ce récepteur 

est impliqué dans la progression métastatique de nombreuses tumeurs et dans un modèle 
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cellulaire de TGTs CXCR4 médie Les processus de migration et d’invasion via la 

phosphorylation de ERK1/2 (Gilbert et al., 2009).  

 Des prédispositions génétiques aux TGTs peuvent également être associées à des 

polymorphismes du récepteur aux androgènes (AR). En effet, un SNP non codant de AR est 

retrouvé deux fois plus fréquemment dans une cohorte de patients atteints de TGTs par rapport 

à un groupe contrôle (Västermark et al., 2011).  

 L’impact des récepteurs aux œstrogènes a également été étudié dans les TGTs. Plusieurs 

équipes ont mis en évidence l’expression de deux de ces récepteurs dans les TGTs : ��� et 

GPER (G Protein-coupled Estrogen Receptor) (Franco et al., 2011; Roger et al., 2005). En 

effet, GPER est sur-exprimé dans les séminomes, ce qui conduit à la prolifération de ces cellules 

tumorales (Chevalier et al., 2012). Par ailleurs, l’expression de ��� est diminuée dans les 

séminomes et les ECs alors qu’elle est élevée dans les tératomes (Pais et al., 2003). Ces résultats 

suggèrent qu’il pourrait y avoir une modification dans la réponse aux œstrogènes dans les TGTs 

(Boscia et al., 2015). Les perturbateurs endocriniens (substances exogènes qui altèrent la 

fonction endocrine, entraînant des problèmes de santé) sont connus pour causer des problèmes 

de fertilité. Leur implication dans le développement des TGTs n’est actuellement pas défini 

mais ils semblent être associés au risque de TGTs. Cette implication des perturbateurs 

endocriniens pourrait probablement être en lien avec les modulations des récepteurs aux 

oestrogènes et les mutations du récepteur aux androgènes dans les cas de TGTs.  

 Une étude récente a mis en évidence un lien entre E2F1 (E2F Transcription Factor 1) 

et les TGTs. E2F1 est un facteur de transcription qui joue un rôle majeur dans la régulation de 

la croissance cellulaire, la différenciation, l’apoptose et la réponse aux dommages à l’ADN. Les 

analyses réalisées ont permis de mettre en évidence une expression de E2F1 plus importante 

dans les échantillons testiculaires de TGTs avec la présence de 3 copies du gène (Rocca et al., 

2017). E2F1 conduit à l’activation de la voie AKT/mTOR (Mammalian Target Of Rapamycin) 

via la phosphorylation d’AKT, ce qui suggère par ailleurs l’importance de la voie AKT/mTOR 

dans les TGTs. Un modèle de souris présentant une activation de E2F1 présente une atrophie 

testiculaire ainsi qu’une dysplasie similaire à celle observée dans le développement des TGTs, 

suggérant qu’il pourrait s’agir d’un modèle d’étude des TGTs (Agger et al., 2005). 

 De nombreux gènes semblent donc impliqués dans les TGTs. L’amplification du bras 

court du chromosome 12 entraîne la sur-expression de nombreux gènes, notamment associés 
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au récepteur KIT. Il existe cependant de nombreux autres gènes qui semblent être impliqués 

mais leurs rôles ne sont pas connus. 

3. Marqueurs tumoraux et traitements des tumeurs germino-testiculaires 

a) Marqueurs tumoraux 

 Dans la prise en charge des cancers, les marqueurs tumoraux constituent un élément 

majeur pour le dépistage, le diagnostic, la détermination du stade ainsi que du pronostic. Les 

marqueurs tumoraux sont des substances naturellement présentes ou non dans l’organisme et 

dont la concentration est modulé en cas de tumeurs. 

 Concernant le cancer testiculaire, les deux principaux marqueurs retrouvés dans le sang, 

connus depuis de nombreuses années, ����
#$�-FetoProtéine (AFP) et la #-Human Chorionic 

Gonadotropin ��-HCG) (Vaitukaitis et al., 1972; Waldmann and McIntire, 1974)^
 _$�-

fetoprotéine est produite par le sac vitellin fœtal et le tractus gastrointestinal pendant le 

développement embryonnaire jusqu’à atteindre des niveaux indétectables à l’âge de 3 ans. Les 

niveaux d’AFP sont élevés dans le sérum de 70 % des patients atteints de tératocarcinomes ou 

de carcinomes embryonnaires (Nørgaard-Pedersen et al., 1984)^
_�
�-HCG est augmentée dans 

40 à 60 % des patients présentant des néoplasmes testiculaires non-séminomateux et dans 

environ 10 % des cas de séminomes purs (Vaitukaitis and Ebersole, 1976). Environ 85 % des 

patients avec des tumeurs testiculaires non-séminomateuses présentent une augmentation des 

taux d’AFP ��
��
�-hcg (Lange et al., 1976), confirmant ainsi l’importance de déterminer les 

taux de ces deux marqueurs pour la détection des TGTs.  

 Par ailleurs, il a également été mis en évidence en 1983 que la LDH était un marqueur 

de TGTs. La LDH est augmentée dans le sang chez la moitié des patients ayant développé des 

séminomes et ���
����������
#�
�#��
���[���
���
����
���"���
�$��@
��
��
�-hcg (von Eyben 

et al., 1983).  

 �'���##�"���

 #$��@

#�
�-Hcg et la LDH sont les 3 marqueurs principaux du cancer 

testiculaire, cependant de nombreuses études mettent en évidence de nouveaux marqueurs. 

L’expression de la phosphatase alcaline de type placentaire (PLAP, Placental-Like Alkaline 

Phosphatase) a été démontrée dans les tissus de séminome (Wahren et al., 1979) ; cependant, 

c’est un marqueur difficile à étudier car retrouvé à des taux élevés dans le sérum des fumeurs 

en l’absence de cancer testiculaire. L’énolase spécifique des neurones (NSE, Neuron Specific 

Enolase) est également présente dans les cellules de séminomes et est retrouvée en 
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concentrations moins importantes dans les séminomes de stade 1, suggérant que la NSE peut 

être un marqueur de tumeur métastatique (Kuzmits et al., 1987). Une étude plus récente a permis 

de mettre en évidence que le nombre de cas faux-positifs avec l’utilisation de la NSE comme 

marqueur était d’environ 53 % indiquant que la NSE n’était potentiellement pas un marqueur 

d’intérêt dans le cadre des TGTs (Tandstad and Klepp, 2003). L’antigène de surface TRA-1-60 

est exprimé dans les cellules de carcinomes embryonnaires et de GCNIS (Marrink et al., 1991). 

Une augmentation de ce marqueur est observée chez environ 80 % des patients présentant des 

TGTs non-séminomateux et la chimiothérapie conduit à une diminution des taux de TRA-1-

60 ; cependant, les taux de faux-positifs pour ce marqueur sont également élevés (Lajer et al., 

2002).  

 Plus récemment, un lien entre les processus inflammatoires et les tumeurs a été mis en 

évidence, révélant une association entre le ratio de neutrophiles par rapport aux lymphocytes et 

le stade tumoral. En effet, plus ce ratio est élevé plus le stade des TGTs est avancé (Arda et al., 

2020). 

 Les marqueurs tumoraux des TGTs couramment utilisés sont donc l’AFP, #�
�-HCG et 

la LDH. De nouveaux marqueurs sont étudiés actuellement dont PLAP, NSE et l’antigène TRA-

1-60 ainsi que les ratios neutrophiles/lymphocytes, bien qu’ils ne soient pas encore utilisés 

comme outils de diagnostic à l’heure actuelle.  

b) Traitements 

 Les traitements des TGTs diffèrent selon leurs sous-types. Dans un premier temps une 

orchidectomie est réalisée : il s’agit d’une opération qui consiste en l’ablation du testicule 

porteur de la tumeur. Puis, dans le cas de TGTs de type séminome, la radiothérapie est 

majoritairement utilisée, 90 à 95 % de taux de guérison étant observé à la suite de ce traitement. 

Pour les autres types tumoraux, ce sont les chimiothérapies qui sont principalement utilisées.  

 Concernant les traitements par chimiothérapies, l’utilisation du cisplatine s’est révélée 

efficace dès 1977 (Einhorn and Donohue, 1977). Une combinaison de 3 molécules (cisplatine, 

vinblastine et bléomycine) conduisait à une rémission complète de 85 % des patients. Par la 

suite, de nombreuses études ont été réalisées afin d’optimiser les traitements et de réduire leur 

toxicité. En 1987, il a été établi que la combinaison bléomycine, étoposide et cisplatine (BEP) 

était un nouveau standard dans le traitement des cancers testiculaires disséminés (Williams et 

al., 1987). La combinaison BEP reste actuellement celle utilisée en première ligne dans le 
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traitement des TGTs non-séminomateuses. Une étude clinique de phase 3 a validé cette 

approche consistant à réaliser 3 cycles de BEP (de Wit et al., 2001). 

c) Résistance aux traitements 

 Le cancer testiculaire est l’un des cancers présentant un potentiel thérapeutique le plus 

important, son taux de guérison étant d’environ 80 % en présence d’une tumeur métastatique. 

Ce potentiel thérapeutique est majoritairement dû à l’effet du cisplatine. Les facteurs 

contribuant à la sensibilité accrue au cisplatine sont associés à des défauts de réparation des 

dommages à l’ADN et à une réponse apoptotique très importante en réponse à ces dommages. 

Cependant, chez environ 10 à 15 % des patients, les chimiothérapies associées au cisplatine ne 

sont pas efficaces (Adra and Einhorn, 2017) et environ 3 à 5 % des patients présentant des TGTs 

vont mourir faute de traitement efficace. Plusieurs mécanismes associés à la résistance au 

cisplatine dans le cadre des TGTs ont été mis en évidence. 

 Une analyse de l’ensemble des séquences codantes du génome (WES, Whole Exome 

Sequencing) a permis de mettre en évidence des différences significatives entre les tumeurs 

résistantes ou sensibles au cisplatine. Des mutations de KIT, TP53 (Tumor Protein 53), WNT 

(Wingless iNTegration site) et des mutations des gènes de la voie de signalisation RAS/RAF 

sont observées dans les tumeurs résistantes (Loveday et al., 2020). 

 Par ailleurs, il est connu que des mutations du gène suppresseur de tumeur TP53 sont 

présentes dans plus de la moitié des cancers chez l’Homme. Cependant, ces mutations sont très 

peu fréquentes dans les TGTs, suggérant que la voie TP53 est importante afin d’assurer une 

réponse apoptotique efficace (Kersemaekers et al., 2002). La protéine MDM2 (Mouse Double 

Minute 2 homolog) est un antagoniste de TP53 qui promeut sa dégradation par le protéasome ; 

dans plusieurs lignées cellulaires de TGTs une diminution des processus apoptotiques via TP53 

a été observée et semble liée à la formation de complexes MDM2-TP53. En effet, dans plusieurs 

lignées cellulaires, dont une lignée résistante au cisplatine, un traitement avec un inhibiteur de 

MDM2 entraîne une augmentation importante de TP53 et permet d’augmenter l’apoptose 

induite par TP53 (Koster et al., 2011). Par ailleurs, un des gènes cibles de TP53, NOXA, joue 

également un rôle majeur dans l’apoptose causée par le cisplatine dans les TGTs (Gutekunst et 

al., 2011). L’expression de OCT3/4 est corrélée à celle de NOXA et une invalidation de OCT3/4 

conduit à une diminution de l’accumulation des transcrits de NOXA, ce qui entraîne une 

diminution de la sensibilité au cisplatine (Gutekunst et al., 2013). De plus, OCT3/4 régule 

également l’expression de P21 qui est corrélée à la sensibilité au cisplatine in vivo comme in 



54 
 

vitro (Koster et al., 2010; Wu et al., 2012). La sensibilité des cellules de TGTs au cisplatine 

semble donc être dépendante de la fonction pro-apoptotique de TP53, associée à des niveaux 

importants de OCT3/4 qui régule positivement NOXA4 et négativement P21. En effet, les 

cellules de TGTs résistantes au cisplatine présentent des taux d’expression de TP53, MDM2 et 

P21 élevés, associés à une diminution de l’expression de OCT3/4 et NOXA4 (di Pietro et al., 

2012). 

 Plusieurs études cliniques ont supposé un impact majeur de la méthylation d’ADN dans 

la résistance au cisplatine dans les TGTs. Les cellules les moins différenciées (telles que celles 

composant les séminomes) présentent très rarement des résistances au cisplatine et sont 

associées à un degré de méthylation de l’ADN plus faible que les non-séminomes (Wermann 

et al., 2010). Par ailleurs, des traitements avec des agents déméthylants peuvent contrecarrer la 

résistance au cisplatine mais des études plus avancées sont nécessaires afin d’explorer le 

potentiel des agents déméthylants (Biswal et al., 2012). Le blocage de la méthylation H3K27 

via EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2) est un mécanisme associé à la résistance au cisplatine 

dans les TGTs (Singh et al., 2019). De plus, la répression du complexe PRC2 (Polycomb 

Repressive Complex 2) semble être une approche intéressante afin d’améliorer la résistance aux 

traitements (Singh et al., 2019). 

 Une dérégulation de la voie PI3K/AKT est observée dans les TGTs et la perte de PTEN 

(inhibiteur de la voie PI3K/AKT) est retrouvée dans 50 % des TGTs (Di Vizio et al., 2005). Un 

lien entre cette voie de signalisation et la résistance au cisplatine a été décrit (Juliachs et al., 

2014) et, dans des lignées cellulaires de TGTs résistantes au cisplatine, AKT est sur-activée par 

rapport à des lignées sensibles. La voie PI3K/AKT semble donc être un candidat important afin 

d’améliorer la résistance au cisplatine dans le cadre des TGTs. Par ailleurs, cette voie active 

plusieurs effecteurs dont mTOR (mechanistic target of rapamycin kinase). Dans des lignées de 

TGTs résistantes, l’inhibition de mTOR permet de sensibiliser les cellules au cisplatine en 

entraînant l’apoptose et en améliorant l’inhibition de la croissance cellulaire induite par le 

cisplatine (Rosas-Plaza et al., 2020). 

 Une approche bio-informatique par analyse micro-array a également mis en évidence 

une expression différentielle de la cycline D1 (CCND1) entre les lignées cellulaires résistantes 

au cisplatine et celles qui y sont sensibles. De plus, l’expression de CCND1 est plus élevée dans 

les TGTs résistantes par rapport aux tumeurs sensibles aux traitements (Noel et al., 2010). 
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 Par ailleurs, le gène TDRG1 (Testis Developmental Related Gene 1) impliqué dans la 

prolifération des cellules séminomateuses semble également jouer un rôle dans la 

chimiorésistance des TGTs. En effet, la sur-expression de ce gène conduit à une activation de 

l’autophagie et à la résistance au cisplatine alors que, à l’inverse, son inactivation conduit à une 

inhibition de l’autophagie et entraîne la chimio-sensibilité des TGTs in vitro et in vivo (Peng et 

al., 2019). Il est important de noter qu’une activation de l’autophagie peut entraîner la 

croissance et la survie des cellules tumorales (Amaravadi et al., 2016) mais également inhiber 

l’apoptose, conduisant à une résistance aux chimiothérapies (Xu et al., 2017). 

 Une étude clinique a par ailleurs mis en évidence une association entre l’expression de 

ERCC1 (Excision Repair Cross-Complementation group 1) et NF-$% et un mauvais pronostic 

associé à une réapparition des tumeurs après traitement (Azambuja et al., 2020). Cela suggère 

que ces gènes peuvent être des marqueurs associés à l’insensibilité au cisplatine mais des études 

supplémentaires restent nécessaires. ERCC1 a déjà été associé à la chimio-résistance au 

cisplatine dans plusieurs types de cancers (Kang et al., 2010) et NF-$% est connu pour médier 

la résistance au cisplatine (Koga et al., 2011). 

 La résistance aux traitements de chimiothérapies représente actuellement un enjeu 

majeur puisqu’elle concerne 10 à 15 % des patients atteints de TGTs. Les mécanismes mis en 

jeu sont, pour la plupart, associés aux voies de signalisation KIT, TP53, WNT et PI3K/AKT 

qui sont des voies associées à la prolifération cellulaire. La méthylation de l’ADN joue 

également un rôle clé et différents gènes comme ceux codant CCND1, TDRG1 et ERCC1 

semblent être impliqués bien que les mécanismes mis en jeu ne soient actuellement pas connus.  

B. Impact des traitements de chimiothérapie sur la fertilité masculine 

 Les traitements de chimiothérapies présentent de nombreux effets secondaires dont l’un 

des majeurs est l’impact sur la fertilité. Dans la majorité des cas, les traitements conduisent à 

une diminution importante de la production de spermatozoïdes, sans impact majeur sur la 

fonction endocrine. Il a été montré pour la première fois en 1948 une absence de 

spermatogenèse chez 27 hommes sur 30 traités pour un lymphome avec de la moutarde azotée 

(Spitz, 1948). 

 Depuis plusieurs années, les cancers sont de mieux en mieux traités mais les effets 

secondaires associés aux traitements restent importants. Il est donc primordial de pallier ces 

effets afin d’améliorer la qualité de vie des patients. Depuis les années 1970, les centres d’études 
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et de conservation des œufs et du sperme (CECOS) proposent la conservation de sperme avant 

un traitement de chimiothérapie ayant des effets gonadotoxiques. 

1. Epidémiologie 

a) Traitements chez l’adulte 

 En 2020, environ 19,3 millions de nouveaux cas de cancers ont été recensés dans le 

monde. Les cancers les plus fréquents chez l’adulte sont le cancer du sein, le cancer du poumon, 

le cancer colorectal, le cancer de la prostate et le cancer de l’estomac (International Agency for 

Research on Cancer, 2020). 

 Les traitements de chimiothérapies sont gonadotoxiques, particulièrement les agents 

alkylants qui causent des azoospermies. Une azoospermie totale est observée chez 79 % des 

patients ayant subi une transplantation de cellules souches hématopoïétique après 25 ans (Rovo 

et al., 2013). La transplantation de cellules souches nécessite un conditionnement avec de fortes 

quantités de chimiothérapies et/ou de radiothérapie. Les chimiothérapies principalement 

utilisées dans ce cas sont les agents alkylants avec notamment le busulfan, le melphalan et la 

cyclophosphamide (Zulu and Kenyon, 2018). 

L’hormone anti-mullerian (AMH), la FSH, l’inhibine B et la testostérone seraient des 

marqueurs de la toxicité testiculaire causée par une chimiothérapie (Levi et al., 2015). Les 

diminutions du nombre de spermatocytes et spermatides induites par le traitement vont conduire 

à une diminution de la production d’inhibine B. L’inhibine B diminue la production d’AMH 

via l’inhibition de l’effet de la FSH sur les cellules de Sertoli (Marchetti et al., 2003).  

b) Cancers pédiatriques 

 Chaque année, environ 400 000 enfants et adolescents âgés entre 0 et 19 ans sont 

diagnostiqués avec un cancer. Grâce aux avancées majeures de la médecine, dans les pays 

développés, environ 84 % des enfants atteints de cancers vont survivre plus de 5 ans contre 

58 % dans les années 1970 (Steliarova-Foucher et al., 2017). 

 Les cancers les plus fréquents chez l’enfant de 0 à 14 ans sont les leucémies 

(représentant 46 % des cancers pédiatriques), les tumeurs du cerveau et de la moelle épinière 

(28 %) et les lymphomes (15 %) (Steliarova-Foucher et al., 2017). 
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 Une étude a été réalisée chez les hommes ayant survécu à un cancer dans l’enfance par 

la CCSS (Childhood Cancer Survivor Study). La prévalence de l’infertilité était de 46 % chez 

ces hommes alors qu’elle n’est que de 17,5 % chez leurs frères n’ayant pas eu de cancer 

(Wasilewski-Masker et al., 2014). Les chimiothérapies étant associées aux troubles de la 

fertilité sont les agents alkylants, principalement lors de traitements avec des doses cumulées 

(Green et al., 2010). De plus, 69 % des patients traités avec une molécule de chimiothérapie 

avant une transplantation hématopoïétique de cellules souches présentent un risque accru 

d’azoospermie persistante (Borgmann-Staudt et al., 2012). 

2. Impact des traitements de chimiothérapie sur la lignée germinale mâle 

Il existe différents types de chimiothérapie : les agents alkylants (tels que le cisplatine 

et le busulfan), les antimétabolites (5-fluorouracile), les alcaloïdes végétaux, les inhibiteurs de 

la topoisomérase (etoposide), les antibiotiques antitumoraux (bléomycine), les inhibiteurs de 

facteur de croissance ou encore l’hormonothérapie.  

Il a récemment été mis en évidence que les agents alkylants conduisent à une déplétion 

du pool de spermatogonies à long terme, alors que les patients traités avec d’autres molécules 

qui ne sont pas des agents alkylants présentent un nombre de spermatogonies normal après 

traitement (Poganitsch-Korhonen et al., 2017).  

Les agents alkylants sont les molécules de chimiothérapies ayant l’impact le plus 

important sur la lignée germinale. Les impacts du cisplatine, utilisé dans le traitement de 

nombreux cancers dont le cancer germino-testiculaire, et du busulfan, utilisé avant une greffe 

de moelle osseuse, notamment chez l’enfant, seront étudiés ci-après. 

a) Le cisplatine 

Dès 3 jours après traitement au cisplatine chez la souris, une diminution du nombre de 

spermatocytes primaires est observée sans impact sur les autres types cellulaires retrouvés au 

sein du testicule (Vawda and Davies, 1986). Cet effet est associé au fait que le cisplatine 

entraîne une augmentation importante de l’apoptose des cellules germinales saines (Zhang et 

al., 2001). Par ailleurs, sur le tissu testiculaire pré-pubertaire in vitro, le cisplatine conduit à la 

diminution de la prolifération des cellules germinales et à une augmentation de l’expression de 

��{��, suggérant une augmentation du nombre de cassures ADN (Smart et al., 2018). Dès une 

semaine après traitement au cisplatine, sur un modèle in vitro de tissu testiculaire pré-

pubertaire, une diminution importante du nombre de cellules indifférenciées (positives pour le 
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marqueur PLZF) et de cellules méiotiques (SCP3+) est observée, associée à une diminution de 

la prolifération (Lopes et al., 2020). Il s’agit d’un impact transitoire puisque le nombre de 

spermatogonies indifférenciées revient à la normale dès 4 semaines après traitement. 

Chez le rat adulte, 9 jours après injection intra-péritonéale de cisplatine, une diminution 

du nombre de spermatocytes et de spermatides rondes est observée. Cet effet est également lié 

à une diminution de la fertilité associée à une diminution du nombre d’implantation chez les 

femelles gestantes (Kinkead et al., 1992). Le cisplatine à des doses élevées entraîne également 

une diminution de la concentration en testostérone ainsi qu’en LH et FSH dans le sang, 

indiquant un impact toxique de la molécule de chimiothérapie sur l’axe hypothalamo-

hypophysaire. Chez des souris adultes, un traitement au cisplatine conduit, 1 mois après 

traitement, à une diminution du poids du testicule, associée à une diminution du nombre de 

spermatozoïdes mobiles dans l’épididyme. Ces effets sont combinés à une diminution du 

nombre de spermatogonies et de spermatocytes en prolifération et à une augmentation de 

l’apoptose dans les testicules (Levi et al., 2016). 

L’exposition de testicules fœtaux humains et de tissu testiculaire pré-pubertaire au 

cisplatine conduit à une diminution importante du nombre de cellules germinales initiée par une 

perte des gonocytes et suivie par une diminution du nombre de spermatogonies. Cet effet est 

également associé à une diminution d’environ 70 % de la prolifération des cellules germinales 

(Tharmalingam et al., 2020). 

Le mécanisme de repro-toxicité induit par le cisplatine est associé au stress oxydatif 

caractérisé notamment par une augmentation de la peroxydation des lipides. De plus, le 

traitement de rats au cisplatine conduit à une diminution de l’activité des enzymes anti-

oxydantes SOD (SuperOxide Dismutase), CAT (CATalase) et GST (Glutathione S-

Transferase) dans le testicule associée à une augmentation des niveaux d’anion superoxide 

(Ahmed et al., 2011).  

b) Le busulfan 

Le busulfan est utilisé afin de conditionner une transplantation de cellules progénitrices 

pour le traitement des leucémies myéloïdes chroniques. Il agit préférentiellement en ajoutant 

un groupement alkyl entre deux guanines de l’ADN ou entre une guanine et une adénine. 

L’ajout de ce groupement qui forme des ponts intra brins dans l’ADN conduit à des cassures 

simples brins qui vont entraîner un blocage de la réplication et de la transcription de l’ADN. A 
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plus long terme, l’inhibition de la prolifération et de la différenciation cellulaire est observée 

(Iwamoto et al., 2004). Son effet toxique est exercé sur les cellules en phase G1 

préférentiellement (Bucci and Meistrich, 1987; Rooij and Kramer, 1968).  

Un dommage à l’ADN causé par le busulfan va entraîner une augmentation de 

l’expression de TP53 conduisant à l’apoptose des cellules (Zhang et al., 2019). TP53 active la 

protéine ASK (Activator of S-phase Kinase), entraînant l’activation de BAX (Bcl-2 Associated 

X) et l’expression de gènes cibles tels que BAX, BID (BH3 Interacting Domain Death Agonist) 

ou encore PUMA (Zhivotovsky and Kroemer, 2004). L’induction de ces gènes va permettre une 

augmentation de la perméabilité de la membrane mitochondriale entraînant le relargage du 

cytochrome C et l’induction de l’apoptose. 

Par ailleurs, une augmentation de la peroxydation des lipides dans les testicules traités 

au busulfan après 1 à 2 semaines a été observée (Cai et al., 2016), suggérant une augmentation 

de la production d’espèces oxygénées réactives (ROS). En effet, les souris traitées avec de la 

mélatonine après une injection de busulfan présentent une spermatogenèse améliorée 

(Mirhoseini et al., 2014). La mélatonine entraîne l’expression de MnSOD (MaNganese 

SuperOxide Dismutase) qui permet de contrecarrer l’apoptose causée par des concentrations 

importantes de ROS induites par le busulfan (Li et al., 2018a). En parallèle, la mélatonine 

entraîne l’expression de SIRT1 qui participe à la déacétylation de TP53 conduisant à la 

dégradation de TP53, ce qui entraîne la résistance des cellules à l’apoptose.  

Un traitement au busulfan entraîne une azoospermie prolongée, associée à un impact 

majeur du traitement sur les spermatogonies (Rooij and Kramer, 1968). Trois jours après 

traitement au busulfan, une diminution de plus de 99 % des SSCs est observée (Zohni et al., 

2012), conduisant à une perte majeure des autres types cellulaires entre 2 et 4 semaines post-

traitement. Au-delà de trois jours, le nombre de SSCs va ensuite être restauré afin de retrouver 

un nombre de SSCs normal, la durée nécessaire pour la récupération du nombre de SSCs est 

dépendante de la dose utilisée (Zohni et al., 2012). L’effet du busulfan est en effet transitoire 

selon la dose utilisée ; une fois le nombre de SSCs restauré, la spermatogenèse va reprendre et 

le nombre de cellules au sein du tube séminifère ainsi que la fertilité redeviendront normaux, 

bien que la durée de récupération soit dépendante de la dose utilisée. 
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3. Préservation de la fertilité 

Deux approches sont actuellement étudiées afin de contrer les effets des chimiothérapies 

sur la fertilité. La première consiste à minimiser l’impact du traitement sur le testicule afin de 

protéger les cellules germinales in vivo, et la deuxième est de préserver les spermatozoïdes ou 

le tissu testiculaire avant traitement. 

Afin de préserver les cellules germinales, des traitements gonadoprotecteurs sont en 

cours d’essai. Chez les rongeurs, l’utilisation de suppresseurs hormonaux rendent les testicules 

moins sensibles aux effets des chimiothérapies (Shetty and Meistrich, 2005) mais cet impact 

n’a pas été confirmé chez l’homme (Johnson et al., 1985). A l’inverse, un traitement avec un 

antagoniste de la GnrH ou avec la FSH protège les gonades d’un traitement par radiothérapie 

chez le primate (Kamischke et al., 2003). Actuellement, aucun médicament gonadoprotecteur 

n’est utilisable chez l’homme. 

Il existe différents moyens de préserver la fertilité lors de traitements de chimiothérapie. 

Chez les patients pubères, un recueil de sperme est systématiquement proposé aux patients 

avant un traitement de chimiothérapie, il est effectué afin de réaliser une congélation des 

spermatozoïdes. Celle-ci se fait dans l’azote liquide à une température de  

-196°C (Donnelly et al., 2001). La congélation doit avoir lieu avant un traitement 

gonadotoxique étant donné le risque mutagène important des traitements sur les 

spermatozoïdes.  

Concernant les hommes présentant des azoospermies ou des oligospermies sévères, une 

extraction des spermatozoïdes peut être réalisée à partir de tissu testiculaire, ils seront ensuite 

cryopréservés de la même manière. Les spermatozoïdes conservés pourront être utilisés selon 

différentes techniques d’assistance médicale à la procréation par insémination ou FIV 

(Fécondation In Vitro). 

Dans le cas d’un échec de recueil de spermatozoïdes ainsi que chez les patients 

prépubères, une biopsie testiculaire est réalisée afin de congeler le tissu testiculaire. 

Actuellement, la production de spermatozoïdes fonctionnels à partir de biopsie testiculaire n’a 

pas encore été mise au point, trois techniques principales sont en cours d’étude :  

- L’injection directe de cellules souches spermatogoniales dans les tubes séminifères : 

il s’agit d’une transplantation des cellules germinales dans le testicule après la fin 
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du traitement gonadotoxique. Cette méthode a été réalisée chez la souris et a permis 

la production de spermatozoïdes matures (Brinster and Zimmermann, 1994). 

- La greffe de tissu testiculaire dans un autre organisme ; les cellules germinales vont 

pouvoir se différencier afin de produire des spermatozoïdes viables permettant une 

descendance chez la souris. Cependant, la xénogreffe de tissu testiculaire humain 

prépubertaire chez des souris immunodéficientes ne permet pas l’obtention de 

spermatides différenciées (Geens et al., 2006). 

- La maturation des spermatogonies in vitro afin d’obtenir des spermatozoïdes 

matures. Un système de culture soft-agar en 3D a permis la différenciation de 

spermatogonies souches murines en spermatozoïdes (Stukenborg et al., 2008), ceux-

ci sont fonctionnels et permettent d’obtenir une descendance viable et fertile chez la 

souris (Sato et al., 2011).  

La préservation de la fertilité chez l’homme pubère est couramment utilisée et est 

systématiquement proposée avant un traitement de chimiothérapie. Cependant, chez l’homme 

pré-pubère ou présentant une azoospermie, la préservation de la fertilité est bien plus complexe 

et est actuellement encore au stade expérimental. Il apparaît donc capital de mieux comprendre 

les mécanismes mis en jeu afin de minimiser les effets gonadotoxiques des chimiothérapies. 
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Objectif du travail de thèse 

 TGR5 est le principal récepteur membranaire des acides biliaires, son expression est 

majoritaire dans l’épithélium de la vésicule biliaire, l’intestin, le muscle squelettique et le tissu 

adipeux. TGR5 est largement étudié du fait de son rôle majeur dans le métabolisme des acides 

biliaires et son implication dans la dépense énergétique ainsi que dans la régulation de la 

glycémie. 

 Récemment, des travaux réalisés dans l’équipe ont mis en évidence l’impact délétère 

des acides biliaires sur le testicule, conduisant notamment à une rupture de la barrière hémato-

testiculaire via l’altération de gènes impliqués dans les interactions cellule – cellule tels que 

Cnx43. Par ailleurs, un régime riche en acides biliaires chez le mâle conduit à des troubles 

métaboliques chez la descendance, indiquant un impact intergénérationnel des acides biliaires. 

Cet impact délétère des acides biliaires est dépendant du récepteur TGR5 ; en effet, les souris 

invalidées pour Tgr5 nourries avec un régime riche en acides biliaires présentent des défauts 

testiculaires moindres par rapport aux souris sauvages. L’ensemble de ces données suggère un 

rôle important de TGR5 sur la fertilité et plus particulièrement sur la spermatogenèse. En effet, 

l’équipe a mis en évidence que l’expression de Tgr5 au sein du testicule est retrouvée dans les 

cellules germinales. 

 L’objectif de ce projet était donc d’étudier le rôle de TGR5 dans la physiologie et la 

physiopathologie testiculaires, notamment dans la lignée germinale. D’une part, (1) le rôle de 

TGR5 a été étudié dans la spermatogenèse en réponse à un traitement de chimiothérapie sur un 

modèle murin. Un traitement au busulfan (molécule de chimiothérapie de type agent alkylant) 

qui permet l’étude des mécanismes de survie, de prolifération, de différenciation et de mort 

cellulaire a été réalisé afin d’analyser le rôle de TGR5 dans les cellules germinales. Il s’agit 

d’un modèle dynamique de perte transitoire de la spermatogenèse permettant d’étudier le rôle 

de TGR5 dans la physiologie testiculaire mais également dans la chimiosensibilité des cellules 

germinales. Dans ce contexte, des analyses phénotypiques et histologiques ont été réalisées sur 

des souris sauvages, invalidées pour Tgr5 de manière totale ou invalidées pour Tgr5 

spécifiquement dans la lignée germinale. Afin de s’affranchir des biais de cellularité retrouvés 

à l’échelle du testicule in vivo, des analyses phénotypiques, histologiques, moléculaires ainsi 

qu’une approche transcriptomique par une analyse RNA-seq ont été réalisées sur une lignée de 

cellules germinales murines GC1-spg (spermatogonies B/spermatocytes primaires) transfectées 

avec un siARN contrôle ou dirigé contre Tgr5. Les résultats majeurs ont ensuite été validés sur 



63 
 

des cellules GC1-spg invalidées pour le gène codant TGR5 par la technique de CRISPR/Cas9. 

Les données obtenues montrent que le knock-out de Tgr5 permet un redémarrage précoce de la 

spermatogenèse après un traitement au busulfan via la modulation des capacités de prolifération 

et d’apoptose des cellules germinales. Ces effets sont associés aux voies de signalisation TGR5 

– GLIS2 (GLI-Similar 2) – TP53. 

D’autre part, (2) l’implication de TGR5 dans les cancers germino-testiculaires a été 

évaluée. Le rôle clé de TGR5 dans les cellules germinales indifférenciées décrit dans la 

première partie de ces travaux soulèvent le questionnement d’un rôle de TGR5 dans le 

développement du cancer germino-testiculaire. En effet, ce cancer est initié par les cellules 

germinales indifférenciées. L’implication de TGR5 dans le cancer germino-testiculaire a donc 

été étudié. Des analyses in silico ont tout d’abord été réalisées afin d’étudier les gènes en lien 

avec Tgr5 pouvant être impliqués dans les TGTs. Des expériences ont ensuite été réalisées sur 

une lignée de cellules tumorales humaines de type non-séminomes NCCIT. Des analyses 

phénotypiques, histologiques et moléculaires ont été réalisées sur des cellules parentales ou 

invalidées pour Tgr5 par une approche CRISPR/Cas9. Un lien majeur entre TGR5 et les gènes 

de pluripotence associés aux TGTs a été observé, suggérant que la modulation de TGR5 

pourrait être impliquée dans l’initiation, le développement ou la chimiorésistance des TGTs. 
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Article 1 

TGR5 signaling controls undifferentiated germ cell homeostasis through the GLIS2-TP53 

pathway in response to chemotherapy. En revision 

Laura Thirouard, Hélène Holota, Mélusine Monrose, Manon Garcia, Angélique De Haze, 

Christelle Damon-Soubeyrand, Yoan Renaud, Jean-Paul Saru, Claude Beaudoin, David H 

Volle. 

A. Introduction 

Chez l’homme, comme dans des modèles murins, des liens entre les troubles hépatiques 

et les troubles de la fertilité ont été observés. La plupart des troubles hépatiques présentent une 

augmentation des taux plasmatiques d’acides biliaires, le lien entre la fertilité et les acides 

biliaires a été évalué. Il a été montré, chez la souris, que les acides biliaires entraînent des 

défauts testiculaires ce qui conduit à une altération de la fertilité. Cet effet est notamment 

dépendant du récepteur TGR5 ; en effet, l’impact néfaste d’un régime supplémenté en acide 

cholique est atténué chez les souris invalidées pour le gène Tgr5 par rapport aux souris sauvages 

(Baptissart et al., 2014). Dans ce contexte, nous avons étudié le rôle de TGR5 dans la 

physiologie et la physiopathologie testiculaires. 

Afin de mieux comprendre le rôle de TGR5 dans la physiologie testiculaire, un modèle 

d’étude classique de celle-ci a été utilisé : l’exposition aiguë au busulfan. Le busulfan est une 

molécule de chimiothérapie couramment utilisée dans le traitement pré-greffe de moelle 

osseuse. Il s’agit d’une molécule décrite comme affectant la spermatogenèse avec une dose 

unique (Bucci and Meistrich, 1987). Le busulfan est donc couramment utilisé dans l’étude de 

celle-ci. En outre, le busulfan étant une molécule de chimiothérapie, son utilisation permet 

d’étudier la chimiosensibilité et/ou la chimiorésistance des cellules germinales. En effet, 

l’impact délétère des chimiothérapies (principalement les agents alkylants) sur la qualité de vie 

post-traitement, notamment sur la fertilité, pose un problème majeur pour les patients ayant 

survécu au cancer. La compréhension des mécanismes mis en jeu est donc un élément clé afin 

d’améliorer les conséquences à long terme des traitements anti-cancéreux.  

 Nos résultats démontrent que l’invalidation du gène codant pour TGR5 permet de 

minimiser les conséquences délétères à long terme de la chimiothérapie sur la lignée germinale. 

En effet, les souris invalidées pour Tgr5 présentent un nombre de cellules apoptotiques moins 

important que les souris sauvages après un traitement au busulfan. De plus, deux semaines après 
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traitement au busulfan, la totalité des spermatogonies (PLZF+) prolifèrent chez les individus 

invalidés pour Tgr5, contrairement aux individus sauvages, permettant un redémarrage plus 

précoce de la spermatogenèse. A l’inverse, l’activation de TGR5, induite par un régime 

supplémenté en acide cholique, de manière synergique avec un traitement de chimiothérapie 

sensibilise les cellules germinales à la chimiothérapie conduisant à un retard dans le 

redémarrage de la spermatogenèse.  

Des analyses transcriptomiques réalisées à partir d’une approche RNAseq puis validées 

par qPCR ont permis de mettre en évidence que la protection des cellules germinales face au 

busulfan chez les individus invalidés pour le gène Tgr5 est associée à la surexpression de Glis2 

qui permet notamment de contrecarrer les effets du busulfan sur l’activation de la voie de 

signalisation TP53 conduisant à l’apoptose des cellules germinales. Ces travaux démontrent le 

rôle majeur d’un axe de signalisation TGR5 – GLIS2 – TP53 dans la chimio-sensibilité des 

cellules germinales.  
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Abstract. 	��

Spermatogonial stem cells (SSCs) have the ability to regenerate and maintain 		�

spermatogenesis throughout life, making the testis a good model for studying stem 	
�

cell biology. The roles of the bile acid receptor TGR5 on spermatogonial cells have 	��

never been studied. Using a classical model of transient germ cell depletion by in 
��

vivo busulfan treatment in germ cell specific or complete Tgr5 knockout mice, 
��

combined with in vitro and pharmacological approaches, we define the roles of Tgr5 
��

on the regenerative abilities of undifferentiated germ cells, on germ cell lineage 
��

resurgence and subsequently on fertility. These effects result from TGR5 regulation 
��

of stem cell renewal and survival genes through the GLIS2 and TP53 signaling 
��

pathways.  Our data demonstrate key roles for TGR5 on undifferentiated germ cell 
��

homeostasis and suggest that modulation of TGR5 could be targeted for the 
	�

development of therapeutic solutions for fertility disorders in the context of cancer 

�

treatment. 
��
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Introduction ����

Spermatogenesis process is responsible of the generation of male gametes.  The ����

duration of each stage of spermatogenesis is defined and it takes approximately 1-2 weeks ����

to progress from spermatogonia to spermatocytes and then around another 2 weeks to give ����

rise to spermatids. ����

During adult mammalian life, the spermatogonial stem cell (SSC) pool is key to the ����

maintenance of spermatogenesis (de Rooij and Russell, 2000). This results from a balance ��	�

between self-renewal and differentiation processes of germline cells to enable sperm ��
�

production (Griswold and Oatley, 2013; Oatley and Brinster, 2012). ����

 ����

 However, much remains to be defined regarding the regulation of SSC pool ����

homeostasis. ����

A property of SSC is their ability to regenerate following injuries allowing fertility ����

recovery over time. Germ cells are very sensitive to chemotherapies such as alkylating ����

agents because of their high proliferation rate (Zohni et al., 2012). Exposure to chemodrugs ����

represents a good experimental model to study the actors involved in the regeneration ����

capacities of undifferentiated germ cells. ��	�

Over the last decades bile acids have been demonstrated to be signaling molecules ��
�

regulating many physiological functions such as lipid, energetic or glucose metabolism as ����

well as male fertility (Martinot et al., 2017a; Sedes et al., 2017). The membrane bile acid ����

receptor TGR5 (G-protein coupled bile acid receptor-1; GPBAR-1) is expressed in the testis ����

(Baptissart et al., 2014, 2018); but its impact on spermatogonia homeostasis and on their ����

regenerative capacities have never been studied so far. ����

In order to define the roles of the TGR5 signaling pathway on spermatogonia, we used ����

a combination of in vivo, in vitro and pharmacological approaches. We demonstrated that ����

Tgr5 deficiency is associated with an early resurgence of the germ cell lineage after ����

exposure to Bu. At the molecular level, this results from the interferences of TGR5 signaling ��	�

with the modulation of the expression of undifferentiated germ cell genes (e.g. Gfra1, Fgfr2) ��
�

and with the GLIS2 and TP53 signaling pathways, which control stem cell renewal and ����

survival. Conversely, activation of TGR5 by agonists leads to germ cell sensitization to ����

chemotherapy in vivo and in vitro and by the way a delay for germ cell recovery. ����

In conclusion, all these data indicate that modulation of the TGR5 signaling pathway, ����

as a therapeutic target, could pave the way for new treatment solutions for fertility disorders. ����

 ����

Results ����

The lack of TGR5 lowers the impacts of busulfan on male fertility. ����

To decipher the role of TGR5 on the responsiveness of germ cells to chemotherapies, ��	�



� ��

and on their subsequent regenerative capacities, 12-week-old wild type (Wt) males and Tgr5-��
�

deficient (Tgr5-/-) male mice were treated with a single injection of busulfan (Bu) (15mg/kg) ����

(Zohni et al., 2012). Exposure to Bu had almost no adverse impact on body weight in Wt and ����

Tgr5-/- male mice (Supplementary Fig.1A). The impacts of Bu on male fertility were ����

analyzed from 6 weeks to 20 weeks after treatment. No statistical difference between groups ����

was found in the percentage of plugged females (Supplementary Fig.1B). All Wt and Tgr5-/- ����

males exposed to Bu were sterile 6-8 weeks after exposure (Figure 1A). Interestingly, 12 ����

weeks after Bu exposure, only 18% of Wt males recovered fertility, while 55% of Tgr5-/- ����

males gave birth to offspring (Figure 1A). After 20 weeks, 80% of Tgr5-/- busulfan-treated ����

males regained fertility, when only 42% of Wt males did (Figure 1A). In addition, after 12 ��	�

weeks, in the fertile males, treatment with Bu resulted in a drastic decrease in the number of ��
�

pups per litter in Wt (1.5 per litter); whereas almost no impact was observed on Tgr5-/- males ����

(6.8 per litter) compared to their respective vehicle-treated controls (Figure 1B). These data ����

indicate that Tgr5-/- males recovered their fertility faster than Wt males after exposure to the ����

chemical drug. ����

These results on reproductive capacities were supported by analysis of the number of ����

sperm cells produced as revealed by the count of sperm cells in the head of the epididymis. ����

As expected in Wt males, Bu treatment was associated with a significant and progressive ����

decrease in sperm cell production from 2 weeks with a major effect at 8 weeks after ����

treatment (Supplementary Fig.1C & Figure 1C). Thereafter, sperm cell production ��	�

increased and gradually recovered at 12 and 20 weeks after treatment with Bu (Figure 1C). ��
�

Consistent with reproductive capacity, no statistical difference was noticed between Wt and ����

Tgr5-/- males at 8 weeks following Bu exposure, but then at 12 and 20 weeks the relative �	��

sperm cell counts were higher in Tgr5-/- males compared to Wt males (Figure 1C).  �	��

To better understand the impacts of Bu on sperm production in Wt and Tgr5-/- males, �	��

we focused on the analysis of testis.  �	��

 All these data (fertility, sperm count) were consistent with the observation that Wt �	��

and Tgr5-/- males showed significant loss of germ cells as shown by the thickness of the �	��

epithelium at 4 and 8 weeks (Figure 1D), as illustrated by the H&E staining. No major �	��

impacts of Bu were noticed at 1 and 2 weeks with H&E staining (Supplementary Figure �		�

1D). The significant germ cell loss, mainly observed 4 weeks after treatment, was correlated �	
�

with an increased rate of apoptotic germ cells, which was greater in Wt males than in Tgr5-/- �	��

males (Figure 1E). This lower apoptotic level in Tgr5-/- testis was followed by a more rapid �
��

regeneration phase of the germ cell lineage from 8 to 20 weeks compared to Wt (Figure 1D). �
��

These data support the identification of a main role of TGR5 as a modulator of male �
��

reproductive capacities following injury. �
��

 �
��



� ��

 �
��

TGR5 is a master gene of undifferentiated spermatogonia homeostasis in response to �
��

busulfan.  �
	�

Based on the data observed in the H&E analysis, we first analyzed the number of �

�

seminiferous tubules with post-meiotic spermatid cells (acetylated histone H4 positive cells; �
��

acetylated-H4+) was significantly reduced 4 weeks after treatment with Bu in both Wt and ����

Tgr5-/- males (Figure 2A). Tgr5-/- males showed faster recovery of acetylated-H4+ ����

spermatids as observed 8 weeks after exposure (Figure 2B). This pattern of recovery is ����

consistent with the differential impact of Bu on sperm cell production and fertility between Wt ����

and Tgr5-/- males since 10 weeks after treatment. ����

As spermatogonia support spermatogenesis, we then analyzed the population of ����

undifferentiated spermatogonial cells. These later are highly susceptible to anti-cancer drugs ����

due to their high proliferation rate and define the capacities of fertility recovery. Note that in ��	�

the vehicle-treated groups, no difference was observed in the number of PLZF+ cells ��
�

(undifferentiated spermatogonia) per seminiferous tubules between Wt and Tgr5-/- males ����

(Supplementary Fig.2A). The present data showed that the undifferentiated germ cell ����

population (PLZF-positive cells) was the first to be affected after exposure to Bu with an ����

initial loss beginning 1 day after treatment up to 7 days (Supplementary Fig.2B). The effect ����

of Bu on PLZF+ cell loss was similar between Wt and Tgr5-/- males at 5 days after treatment ����

with Bu, where almost 80% of these cells were lost (Supplementary Fig.2C). The present ����

data showed that PLZF+ cell number was higher in Tgr5-/- male mice than in Wt 1 and 2 ����

weeks after treatment with Bu (Figure 2C & 2D). At 4 weeks after Bu exposure, the number ����

of PLZF+ cells was comparable to vehicle-treated groups in both genotypes (Figure 2E). ��	�

These data suggest that the absence of TGR5 minimized the deleterious effects of Bu on the ��
�

regenerative capacities of the PLZF+ cells. This effect was not associated with alteration of ����

the apoptotic cell rates 2 weeks after exposure to Bu between genotypes (Supplementary ����

Fig.2D). In contrast, a lower percentage of PLZF+ proliferating (PCNA) cells was observed 2 ����

weeks after treatment with Bu in Wt mice (79% compared to control vehicle-treated mice) ����

compared to Tgr5-/- males where no impact was noticed on the rate of PCNA+/PLZF+ cells ����

(99% compared to control vehicle-treated mice) (Figure 2F). This may partly explain how ����

Tgr5-/- males recovered faster than Wt males.  ����

These data support the findings that Bu first affects spermatogonia leading to germ cell ����

loss, which is then followed by germ cell lineage regeneration initiated from the remaining ��	�

SSCs to give rise to a new wave of spermatogenesis. In addition, these in vivo data suggests ��
�

that Bu mediated its effects via alterations of apoptotic and proliferation processes, all of ����

which were minimized in Tgr5-/- male mice.  ����

 ����



� 	�

Spermatogonial Tgr5 signaling pathway plays a major role in the effects of busulfan ����

exposure.  ����

TGR5 was demonstrated to be expressed in the germ cell lineage (Baptissart et al., ����

2014). This is consistent with the fact that Tgr5 could play a direct role within spermatogonia ����

explaining that Tgr5-/- mice recovered faster than Wt males after exposure to chemotherapy. ����

To better decipher the roles of TGR5 within the germ cell lineage, we generate mice with a ��	�

specific deletion of the Tgr5 gene in germ cells using Tgr5-floxed mice and a model ��
�

controlling the expression of recombinase-CRE in germ cells through the Vasa ����

promoter(Gallardo et al., 2007). As the use of recombinase-CRE in germ cells led to the ����

passage of the recombinant allele to the next generation, the mice used in this work were ����

Tgr5f/- and the phenotypes of Tgr5f/- were analyzed by comparing the response to Bu in Cre-/- ����

and Cre+/- male mice. The Tgr5f/-; Cre+/- (referred to as Tgr5GC-KO) corresponded to germ cell ����

specific knockout males (Supplementary Fig. 2E). Analysis of fertility revealed no difference ����

between genotypes (Tgr5f/-; Cre-/- and Tgr5GC-KO) in control DMSO-treated condition (vehicle: ����

veh.) (Supplementary Fig. 2F). Bu led to a complete sterility in both genotypes with all ����

males being sterile 8 weeks after treatment (Figure 3A left panel). Interestingly, Tgr5GC-KO ��	�

males showed an early recovery of fertility after Bu exposure compared to Tgr5f/-; Cre-/- males ��
�

(Figure 3aA left panel). This confirmed the concordance of Bu and TGR5 signaling ����

pathways in the germ lineage. Indeed, even if the difference was not significant 13% of ����

Tgr5GC-KO male mice recovered fertility at 10 weeks whereas all Tgr5f/-; Cre-/- remained sterile ����

(Figure 3A, left panel). Then, fertility capacities were statistically different between ����

genotypes 10-13 weeks after Bu exposure as 86% of Tgr5GC-KO males gave birth to offspring ����

while only 59% of Tgr5f/-; Cre-/- males did (Figure 3A, left panel). At 8 weeks, if no progenies ����

were obtained from Tgr5f/-; Cre-/- males Tgr5GC-KO males give rise to 1.5 pups per litter, ����

highlighting the start of fertility recovering (Figure 3A, right panel). 13 weeks after Bu ����

exposure in the fertile males the number of pups per litter was similar between groups ��	�

(Figure 3A, right panel). These data support the conclusion that TGR5 acts within germ ��
�

cells to modulate the effects of Bu.  ����

 ����

 ����

TGR5 controls undifferentiated germ cell homeostasis.  ����

Treatment with Bu led to a significant modulation of testicular cellularity with germ cell ����

loss, so that molecular analyses on the whole testis may not be totally reliable. To better ����

define how TGR5 modulates the effects of Bu in germ cells, we used the spermatogonial cell ����

line GC1spg. The effects of Bu were analyzed on GC1spg cells that were transfected with a ����

control siRNA (siCtrl) or a siRNA directed against Tgr5 (siTgr5) (Supplementary Fig.3A) ��	�

and exposed to Bu (200μM) for 24 or 48 hours. Bu initially resulted in a similar decrease ��
�



� 
�

(around 14 to 19% respectively) in the number of cells in siCtrl-GC1spg and siTgr5-GC1spg ����

groups 24 hours after treatment with Bu (Figure 3B). The impact of Bu was then ����

exacerbated after 48 hours in siCtrl-GC1spg cells with a 54% decrease in cell numbers ����

(Figure 3B); whereas in cells transfected with siTgr5 a lower impact was observed (Figure ����

3B). These data were consistent with in vivo results and suggest that lower levels of Tgr5 ����

attenuate the long-term deleterious effects of Bu on spermatogonial cells. ����

Consistent with in vivo data, the decrease in the number of siCtrl-GC1spg cells after ����

Bu treatment was associated with a higher level of apoptotic cells compared to cells treated ����

with vehicle (Figure 3C). This increase in Bu-induced apoptosis was less pronounced in ��	�

siTgr5-transfected cells (Figure 3C). ��
�

Interestingly, mRNA accumulation of Gfra1, a gene related to undifferentiated ����

spermatogonia self-renewal and survival, was upregulated in the siTgr5-transfected cells �	��

compared to siCtrl-transfected cells (Figure 3D). Moreover, Gfra1, encoding the GDNF �	��

receptor-alpha1, was identified among the genes that were differentially modulated by Bu in �	��

siCtrl-transfected cells. As confirmed by qPCR approaches, Gfra1 expression was decreased �	��

by Bu in siCtrl-transfected cells and the effect was less pronounced in siTgr5-transfected �	��

cells (Figure 3D). �	��

To better define the molecular mechanisms associated with the impacts of TGR5 �	��

signaling on Bu sensitivity, we then progressed using RNAseq approach. Four groups were �		�

analyzed (Figure 3E) corresponding to GC1spg cells transfected with siCtrl or siTgr5 and �	
�

exposed to the vehicle or Bu 200μM for 24 hours.  �	��

To better understand the functions of TGR5 in spermatogonia in the context of Bu �
��

exposure, we generated lists of genes that were differentially expressed after Bu exposure in �
��

cells transfected with siCtrl (siCtrl-Bu vs siCtrl-DMSO; Table S1A) or with siTgr5 (siTgr5-Bu �
��

vs siTgr5-DMSO; Table S1B). �
��

In cells transfected with siCtrl, 1145 genes were significantly modulated by Bu (Table �
��

S1A). A majority of 718 genes (62.7%) were suppressed (Table S1A-1), while 427 (37.3%) �
��

were upregulated (Table S1A-2) compared to the vehicle-treated group (Figures 3F). �
��

Applying the same criteria, analyses performed on cells transfected by siTgr5 showed that �
	�

888 genes were significantly modulated by Bu (Table S1B). Of these, 504 (56.76%) genes �

�

were suppressed (Table S1B-1), while 384 (43.24%) genes were upregulated compared to �
��

the group treated with vehicle (Table S1B-2). To better understand how the low levels of ����

TGR5 modulates the long-term impacts of Bu, comparison of these lists allowed ����

discriminating genes that were specifically affected by Bu only in cells transfected by siCtrl ����

(Table S1C), we focused on the list of 601 genes that were affected by Bu specifically in ����

cells transfected with siCtrl. Of these, 431 were downregulated and 170 were upregulated ����

(Table S1C-1 & S1C-2 respectively) (Figures 3F, 3G & 3H). ����
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The lists of genes affected by Bu specifically in siCtrl-transfected cells (Table S1C-1 ����

& S1C-2) were subjected to an over-representation analysis of gene ontology (GO) terms ��	�

according to a classification by molecular and biological process using MouseMine. The ��
�

analyses revealed multiple processes such as apoptosis/DNA damage, TP53 transduction ����

signal or cell fate differentiation (Figure 3I). The use of GeneMania® analysis showed the ����

interconnections of genes sorted regulated by Bu specifically in cells transfected by siCtrl ����

(Supplementary Fig.3B). ����

 ����

TGR5 acts as a major regulator of the effect of Busulfan on TP53 signal pathway. ����

  Analysis using CisTarget software revealed that 62% (106/170) of the genes ����

positively regulated by Bu in siCtrl-transfected cells, with an effect that was counteracted by ����

siTgr5 transfection (Table S2), were associated with TP53 transcription factor as supported ��	�

by the defined DNA binding site (Supplementary Fig. 3C). This was consistent with the ��
�

known role of TP53 on the apoptotic process even after Bu (Li et al., 2018). Present data ����

showed the impacts of Bu on apoptosis in vivo and in vitro were moderated in the context of ����

Tgr5 loss (Tgr5-/- mice and siTgr5 transfected cells). Among the genes identified in the TP53 ����

network, several have been validated by qPCR approach such as Perp, Phlda3 and Mmp24 ����

(Figure 4A). These data highlight the identification of crosstalk between the TGR5 and TP53 ����

signaling pathways, as for all these genes, the effect of Bu was reduced in siTgr5-transfected ����

cells (Figure 4A). In agreement with the above data, the western blot analyses showed that ����

protein levels of Phospho-TP53 (P-TP53) and TP53 were increased in response to Bu ����

treatment (24h) in siCtrl-transfected cells. These effects were less pronounced in siTgr5-��	�

transfected cells (Figure 4B). Current data reveal how TGR5 is involved in the control of ��
�

germ cell apoptosis in response to chemotherapies and highlight links between TGR5 and ����

TP53 signaling pathways. ����

 ����

 ����

TGR5-GLIS2 pathway acts as a major regulator of spermatogonia homeostasis. ����

Analysis of genes down-regulated by Bu in siCtrl-transfected cells (Table S3), using ����

Cis-Target, showed that 53% (229/431) of these genes were associated with GLIS2 ����

transcription factor as defined by the identification of the DNA binding site (Supplementary ����

Fig. 3D). GLIS2 has previously been shown to be involved in the maintenance of stem cell ��	�

pluripotency and is also associated with chemosensitivity (Yuan et al., 2019). Interestingly, ��
�

Glis2 mRNA was itself down regulated by Bu in cells transfected by siCtrl (Supplementary ����

Fig.3E data from RNAseq). qPCR analyses on additional experiments confirmed that Glis2 ����

mRNA accumulation was increased in siTgr5 GC1spg transfected cells compared to siCtrl ����

GC1spg transfected cells (Figure 4C). Moreover, qPCR analyses validated the ����
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downregulation of Glis2 expression 6 hours after exposure to Bu in cells transfected with ����

siCtrl and these effects were less pronounced in siTgr5-transfected cells (Figure 4C). We ����

then analyzed GLIS2 target genes by qPCR. The impact of TGR5 signaling on the GLIS2 ����

pathway was supported by data showing that the accumulations of Glis2 target genes Fgfr2, ����

Adgrg1 and Wfdc1 were increased in cells transfected by siTgr5 compared to cells ��	�

transfected by siCtrl (Figure 4D). qPCR analyses showed that the mRNA accumulations of ��
�

Fgfr2, Izumo4, Adgrg1 and Wfdc1 were modified by Bu specifically in cells transfected with ����

siCtrl with lower impact of Bu in siTgr5-transfected cells for some of them such as Fgfr2, ����

Izumo4, Adgrg1 and Wfdc1 (Figure 4D). Note that the levels of these GLIS2 target genes ����

were higher in siTgr5-transfected cells compared to cells transfected by siCtrl in both veh ����

and Bu treated groups (Figure 4D). ����

To determine whether GLIS2 could be involved in the sensitivity of germ cells to Bu, ����

GC1spg cells were transfected with a plasmid for the overexpression of GLIS2 in order to ����

counteract the impact of Bu on the decrease in Glis2 expression and to mimic the increase in ����

Glis2 expression observed in siTgr5-transfected cells compared to siCtrl-transfected cells. ��	�

Overexpression of GLIS2 (Figure 4E) led to a lower impact of Bu at 24 and 48h on the ��
�

number of adherent cells compared to the control group (Figure 4F). The qPCR analyses ����

showed that GLIS2 overexpression reduced the impact of Bu on TP53 target gene, namely ����

Perp (Figure 4G). In addition, a lower impact of Bu on the accumulation of Phospho-TP53 ����

(P-TP53) was observed in cells overexpressing GLIS2 compared to control cells (Figure ����

4H). GLIS2 overexpression was also associated with a lower rate of apoptosis in response to ����

Bu, as identified by the TUNEL experiments (Figure 4I). These data define a crosstalk ����

between GLIS2 and TP53 in response to Bu, which is controlled by TGR5. ����

 ����

The Crispr/CAS9 approach validates the roles of TGR5 in the GC1spg cell line.  ��	�

In order to validate the data obtained using siRNA-based approach, we generated a ��
�

GC1spg cell line deficient for the Tgr5 gene (GC1spgKO-Tgr5 cells), using the Crispr/Cas9 ����

technology (see materials and methods & Supplementary Fig.4A, 4B, 4C & 4D). GC1spg ����

and GC1spgKO-Tgr5 cells were exposed to Bu (200μM) for 24 or 48 hours. Bu treatment ����

resulted in a decrease of the number of adherent cells after 24 hours and the impact of Bu ����

was exacerbated in GC1-spg cells after 48hours with a 50% decrease in cell numbers. ����

These effects were less pronounced in the GC1spgKO-Tgr5 at 24 hours and 48-hours after Bu ����

exposure (Figure 5A). These data are fully consistent with what was observed using the ����

siRNA approach. ����

Furthermore, it is interesting to note that in GC1spgKO-Tgr5 cells, the data confirmed ��	�

that the mRNA accumulation of Gfra1 mRNA was increased in GC1spgKO-Tgr5 compared to ��
�

GC1spg (Figure 5B, left panel). In addition, the decreased expression of Gfra1 in response ����
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to Bu was less pronounced in GC1spgKO-Tgr5 cells compared to GC1spg (Figure 5B, right �	��

panel). �	��

Moreover, the data showed that the increase in the rate of Bu-induced apoptosis was �	��

counteracted in GC1spgKO-Tgr5 cells compared to GC1-spg cells (Figure 5C). Consistently, �	��

the impact of Bu on P-TP53 and TP53 levels was less pronounced in GC1spgKO-Tgr5 cells �	��

compared to GC1-spg cells (Figure 5D). In addition, mRNA accumulation of the TP53 target �	��

gene, namely Perp was less modulated by Bu in GC1spgKO-Tgr5 cells than in GC1-spg cells �	��

(Figure 5E). These data using GC1spgKO-Tgr5 cells supported the primary role of TGR5 within �		�

germ cells to counteract the impact of Bu. �	
�

 �	��

 �
��

Activation of TGR5 sensitized cells to busulfan.  �
��

Since the absence of TGR5 protects germ cells from the long-term effects of Bu, we �
��

decided to analyze the impact of TGR5 activation using its agonist INT-777. GC1-spg cells �
��

were pretreated 24 hours with INT-777 and then with Bu for 24 or 48 hours and the data �
��

were compared to cells exposed to Bu alone. The results showed that cell counts were lower �
��

when GC1spg cells were exposed to INT-777 and Bu compared to exposure to Bu alone 24 �
��

and 48 hours after exposure to Bu (Figure 6A). This additive effect of INT and Bu was not �
	�

observed in GC1spgKO-Tgr5 cells (Figure 6A). �

�

To explain the lower number of adherent cells in the INT+Bu condition compared to �
��

Bu, we wonder whether activation of TGR5 by INT-777 could additively with Bu modified the ����

proliferation/apoptotic balance. In a first step, the rate of cell proliferation was analyzed. No ����

effect of INT+Bu was observed on proliferation as revealed by BrdU incorporation ����

(Supplementary Fig.5). Interestingly, at 48 hours after Bu-treatment, a significant higher ����

increase in apoptosis cell rates was observed in GC1spg Wt cells treated by both Bu and ����

INT-777 compared to Bu, INT or Veh (Figure 6B). Note that no significant effect was ����

observed in the GC1spgKO-Tgr5 (Figure 6B). In that line, additive alterations in mRNA ����

accumulations of the TP53 target genes by INT-777 and Bu compared to Bu alone were ��	�

observed at 24 hours for Perp, Phld3a and Mmp24 (Figure 6C). All these effects were ��
�

mediated by TGR5, as revealed using GC1spgKO-Tgr5 cells (Figure 6A, 6B and 6C). ����

These data highlight that the activation of TGR5 sensitized cells to chemotherapy ����

exposure, which as expected, is the exact opposite of the effect of TGR5 deficiency. ����

Based on the results obtained with the combination of Bu and INT-777 on GC1spg ����

cells, we speculate that a combination of busulfan and bile acids (endogenous TGR5 ����

ligands) could lead to synergistic deleterious effects on germ cell in vivo. Wild type males ����

were treated once with Bu at the beginning of the experiment and received a diet ����

supplemented with 0.5% cholic acid (CA) for 8 weeks. Male mice treated with Bu and ����
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sacrificed after 4 weeks showed an almost complete recover of PLZF+ cell counts (Figure ��	�

6D) consistently with what was reported above (Figure 2). In contrast, a decrease of around ��
�

50% of the number of PLZF+ cells was still observed in mice treated with Bu+CA at 4 weeks ����

after treatments (Figure 6D). Consistently, 8 weeks after Bu treatment, the number of ����

seminiferous tubules with positive acetylated-H4 spermatid cells was lower in the Bu+CA ����

treated group than in Bu treated groups (Figure 6E). This prolonged germ cell loss in the ����

Bu+CA group was associated, 8 weeks after treatment, with a higher rate of apoptotic cells ����

compared to the Bu-treated group (Figure 6F).  ����

 ����

Discussion. ����

Regarding the responsiveness to busulfan, and in agreement with other studies (Li et ��	�

al., 2018), the present work shows that busulfan acts primarily on undifferentiated ��
�

spermatogonial cells. Busulfan leads to a decrease in the number of undifferentiated germ ����

cells from the first days following treatment. Then, in turn, this effect on undifferentiated germ ����

cells leads to a major impact observed on spermatocytes, then on spermatids and finally on ����

sperm cells and fertility.  This confirms that this busulfan-based approach is relevant to study ����

the properties of undifferentiated germ cells. ����

It is interesting to note that the initial effects of busulfan on testicular physiology and in ����

particular on germ cells are almost similar between Wt and Tgr5-/- males. Indeed, at the dose ����

used. The present data demonstrate that Tgr5 is a key factor for cellular repair and tissue ����

regeneration within testis following injuries. Indeed, differences are observed between ��	�

genotypes mainly at the time of recovery of germ cell lineage resulting from the differential ��
�

ability of Tgr5-/- undifferentiated germ cells to proliferate and/or differentiate. These results ����

clearly confirmed the major role of TGR5 in the regeneration of spermatogonial cell ����

population following injury as highlighted here through the use of chemodrug. ����

Focusing on undifferentiated spermatogonia, the present results demonstrate that Bu ����

exposure decreased Gfra1 and Fgfr2 mRNA accumulations and these effects were lowered ����

in a low TGR5 state. Moreover, the negative modulation of Tgr5 induces an increase in Fgfr2 ����

and Gfra1 mRNA accumulations. Both Fgfr2 and Gfra1 are defined as critical actors of the ����

self-renewal of spermatogonial stem cells (Garbuzov et al., 2018; Takashima et al., 2015). ����

Moreover, recent data highlight the role of Fgfr2 in the induction of germ cell differentiation ��	�

(Masaki et al., 2018). All these data support the fact that Tgr5 may play a critical role in the ��
�

maintenance of the SSC pool as well as in the mechanisms of cell fate and regeneration ����

following injuries as illustrated here using anti-cancer therapy; and may explain in part how ����

the germ cells of Tgr5-/- males are able to more rapidly initiate a new wave of ����

spermatogenesis to repopulate the seminiferous tubules and give birth to offspring. ����

We demonstrate here the alterations of apoptotic process as one of main mediators ����
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of busulfan's effects on germ cells and for their capacities to regenerate. Analysis of the ����

RNAseq data allowed us to identify two key pathways associated with TGR5, namely GLIS2 ����

and TP53. In addition, our data demonstrate the link between GLIS2 and TP53 in germ cell ����

sensitivity to busulfan. To date, very few links have been established between GLIS2 and ��	�

TP53. It is interesting to note that the absence of GLIS2 stabilizes the accumulation of TP53 ��
�

as well as the post-translational modulation of TP53 (Lu et al., 2016). Our data using genetic ����

tools and pharmacological approaches demonstrate that this GLIS2-TP53 pathway is ����

regulated by TGR5 in the context of busufan exposure. Furthermore, all data presented ����

confirm the primary role of TGR5 in the impact of busulfan via the GLIS2-TP53 pathway. ����

 ����

Recently it has been demonstrated that the nuclear receptor of bile acid, namely ����

FXRα also plays a key role in the homeostasis of undifferentiated germ cells as the mice ����

invalidated for FXRα present an increased number of undifferentiated germ cells throughout ����

postnatal life (Martinot et al., 2017b). This was associated with maintenance of reproductive ��	�

capacities during aging (Martinot et al., 2017b). As in normal animals, the testicular ��
�

physiology is normal and spermatogenesis is efficient, we were not able to see differences ����

between Wt and Tgr5-/- males. However, the use of the busulfan as a classical model of ����

transient germ cell depletion allows identifying critical roles of Tgr5 signaling pathways in ����

germ cells following injuries. These data combined with the present data highlight the key ����

role of bile acid homeostasis in undifferentiated germ cell homeostasis via FXRα and TGR5 ����

signaling pathways. However, both receptors seemed to play differential roles as the lack of ����

FXR impacts germ cells in normal conditions (Martinot et al., 2017b), whereas the impact of ����

TGR5 was mainly observed in response to cellular damages as shown here using exposure ����

to chemodrug (this study). ��	�

This is of major interest as impaired male fertility can result from cellular damage due ��
�

to various stresses such as metabolic disorders, environmental or drug exposures. In that ����

line, if in the present manuscript we used busulfan as an experimental model to study the �	��

process of spermatogenesis, one could think that it could also be taken as a model to study �	��

the response to chemodrug per se. Our data represent nice scientific advance for fertility �	��

disorders in the context of cancer treatments. It has been well known that anti-cancer �	��

treatments can lead to long-term fertility disorders. Among chemotherapies, alkylating agents �	��

induce long-term testicular dysfunction and impair fertility (Beaud et al., 2019). But apart from �	��

cryopreservation of sperm, which is not always possible, little progress has been made to �	��

preserve male fertility following cancer treatments, particularly chemotherapy. From this point �		�

of view, the limitation of side effects on quality of life, including the preservation of fertility, is �	
�

a key issue. It is therefore important to pursue research programs to decipher the molecular �	��

mechanisms involved in order to improve cancer treatments while minimizing their long-term �
��
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side effects, particularly on fertility. This is a public health issue, because with advances in �
��

the effectiveness of cancer treatments, patient survival rates have increased (Beaud et al., �
��

2019; Del-Pozo-Lérida et al., 2019), it is estimated that 1 in 530 young adults aged 20 to 40 �
��

years is a cancer survivor (Ward et al., 2014) ; and this relative number is expected to �
��

increase in the coming decades.  �
��

Recent publications demonstrate that reduction of the richness and/or diversity of �
��

intestinal microbiota (IM) in the contextdiet or exposure to anticancer drugs (Busufan), �
	�

negatively impact testicular physiology leading to reduced sperm production (Zhang et al., �

�

2021). Microbiota is involved in the synthesis of secondary BA, which are endogenous �
��

lignads of TGR5. It will have to be explored to the potential involvemeny of TGR5 to better ����

understand how microbiota-induced modulation of BA might impact male fertility (Martinot et ����

al., 2021). ����

Next to this, our data show that co-exposure to Bu and bile acids (endogenous ����

ligands of TGR5) lead to synergic deleterious effects on testicular physiology in vivo. These ����

data support the idea that in pathophysiological conditions of cancer-treatment using ����

chemotherapy, this is critical to consider pre-existent hepatotoxicity. Indeed, it could lead to ����

lower efficiency of the treatment to limit the tumor growth (Phelan et al., 2017) and/or to a ��	�

more permanent effect of the chemotherapy on germ cell capacity to recover (this study). ��
�

These data must be useful to understand the variability of the long-term impacts of cancer ����

treatments on reproductive capacity among patients.  ����

 In conclusion, the present work defines the hitherto unidentified roles of the TGR5 bile ����

acid receptor on spermatogonial cell physiology. The early germ cell resurgence in Tgr5-/- ����

males after Busulfan exposure and the prolonged effect of Busulfan when combined with a ����

Tgr5 agonist demonstrate the major involvement of this pathway in controlling germ cell fate. ����

These results identify the key involvement of TGR5-mediated modulation of GLIS2- TP53 ����

pathways in the regulation of stem cell renewal and survival gene expression. This work ����

opens new perspectives for the development of therapeutic solutions for fertility disorders ��	�

targeting TGR5 to promote germ cell lineage regeneration. ��
�
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 ����

Experimental procedures ����

Animals ��	�

C57Bl/6J mice were purchased from Charles River Laboratories (L'Arbresle, France) mice ��
�

were acclimated at least 2 weeks before experiments. The Tgr5−/− mice used have been ����

previously described(Thomas et al., 2009a). The mice used in this study were maintained in ����

a C57BL/6J background. ����

To better decipher the role of TGR5 within the germ cell lineage, specific germ cell KO mice ����

were generated using the Tgr5 floxed mice(Thomas et al., 2009b) and the model driving the ����

expression of the recombinase-CRE under the control of the Vasa-promoter(Gallardo et al., ����

2007).   ����

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 take into account 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 mice12-week-old mice were exposed to busulfan ����
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(once, IP, 15mg/kg) and 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 minimise 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 perform daily monitoring of the animals in ��
�

the first few days following the busulfan injection. We will monitor food consumption, the ����

possibility of diarrhea, as well as the weight of the mice twice a week. Thereafter and until ����

the end of the experiment, the weight of the mice will be monitored once a week. 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 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 (CEMEA Auvergne; protocol CE 07‐12 & APAFIS#19626-��
�

2020072312102562v3). ����

 �	��

Fertility Test �	��

Each male was mated at night with a female C57Bl6J (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 5μm-thick �		�

sections were prepared and stained with H&E (n= 6–10 animals per group). �	
�

 �	��

In vivo TUNEL Analysis. �
��

TUNEL experiments were performed, as previously described(Baptissart et al., 2014) on �
��

5μm 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 genotypes �
��

have been arbitrarily set at 1.  �
��

 �
��

Immunohistochemistry �
��

5μm 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 × 5 min), and washed (2 × 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 S4. ����

 ����

 ����

Cell line approaches. ����

GC1spg cells were used as previously described(Baptissart et al., 2014). GC1spg ����

Tgr5 knockout cells (GC1spgKO-Tgr5) were generated as following: ��	�

* Generation of Crispr/CAS9 Tgr5 deficient GC1spg cells ��
�

For the generation of the GC1spg Tgr5 knockout cells, using Crispr/CAS9 approach (see ����

Supplementary Fig.5). 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: ����

GGCTGCGCAAGTGGCGGTCC and for guide-2: GCCGGAACCATCAGGGCTAC. Then, the ����

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)(Ran et al., 2013). Guides were cloned ����

on vectors at the BbsI restriction site. ��	�

GC1spg cells were plated on 6-well plates and transfected, using Jet PEI (Ozyme) with 1 µg ��
�

of guide 1 in PX458 (expressing pfg) and 2 µg of guide 2 in PX459. 24 hours after ����

transfection, using GFP expression, GC1spg 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 S5. ����

 ����

For non-transfected GC1spg or GC1spgKoTgr5 cells, cells were plated in 6 well plates. 24 ����

hours after plating, cells were treated for with vehicle (DMSO, 1/1,000), INT777 (50 µM; ����

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) or busulfan 200mM. Then, cells were harvested at different ��	�

time points later, and messenger RNA (mRNA) or protein extractions were performed. ��
�

 ����

* Transient Transfection.  ����

# For siRNA experiments. GC1spg cells were transfected with small ����

interfering RNA (siRNA) using interferin (Ozyme, Saint Quentin Yvelines, France) in ����

six‐well plates (50 000 cells per well). The siRNA directed against Tgr5, as well as ����

control siRNA, siCtrl (si Gfp), were transfected at 5 ng per well.  ����

# For GLIS2 over-expression. GC1spg 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 GLIS2 (Addgene) or empty vector were transfected at ��	�

200 ng per well. ��
�

 ����

* Treatments. ����

# For Bu alone experiments: 24 hours after the transfection cells were starved ����

for 12 hours and treated for 6 to 24 hours later with either DMSO or busulfan (200mM). ����

# For INT+Bu experiments: cells were pre-treated with vehicle (DMSO, ����

1/1000), INT-777 (50µM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), and 24 hours later with either DMSO ����

(1/1000) or busulfan (200mM). ����

For each kind of experiments, cells were harvested at 6h, 12h, 24h or 48h later, and ����

immunocytochemistry mRNA or protein extractions were performed. ��	�

 * BrdU incorporation. To define proliferation rate, cells were pre-treated with INT-��
�

777 or DMSO for 24hours and cells were exposed to DMSO or Bu for 24 hours. Cells were ����

then incubated with BrdU (10μM) 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 GC1spg samples was isolated using RNAzol. cDNA was synthesized from total ����

RNA with the MMLV and random hexamer primers (Promega, Charbonnières-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 ΔΔct method. Primers sequences are reported in Supplementary Table ����

S5. ����

 ��	�

Western Blotting ��
�

GC1spg 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 S6). ����



� ���

 ����

RNA-Seq ����

The experiment was performed on GC1spg cells transfected with siRNA-Ctrl or siRNA-Tgr5 ����

and treated with DMSO or busulfan. Starting from RNA, all preparations were made using ����

the IGBMC platform (Illkirch). The mRNA-seq libraries were sequenced (1 × 50 b). ��	�

Reads were mapped onto the mm10 assembly of the mouse genome using Hisat2 v2.1.0 ��
�

(Kim et al., 2019) and the BoWtie2 v2.1.0 aligner(Langmead and Salzberg, 2012). Only ����

uniquely aligned reads were retained for further analysis. �	��

Quantification of gene expression was performed using HTSeq v0.5.4p3(Anders et al., 2015) �	��

using gene annotations from Ensembl release 77. �	��

Read counts were normalized across libraries with the method proposed by Anders and �	��

Huber(Anders and Huber, 2010). Comparison between groups was performed using the �	��

method proposed previously define(Love et al., 2014) implemented in the DESeq2 �	��

Bioconductor library (DESeq2 v1.0.19). Resulting p values were adjusted for multiple testing �	��

using the method of Benjamini and Hochberg(Benjamini and Hochberg, 1995).  �		�

We generated lists of genes (FC>1.25 and p<0.01) that were differentially expressed after Bu �	
�

exposure in cells transfected with siCtrl or with siTgr5. �	��

The accession number for the RNA-seq data reported in this paper is GSE164734. �
��

 �
��

Statistical Analyses �
��

Number and type of replicates (e.g., technical replicates, independent experiment, number of �
��

mice, and number of independent litters) are reported in the figure legends. 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. All numerical data are represented as mean ± SEM. Significant �
	�

difference was set at P < 0.05. �

�

 �
��

 ����

Data availability ����

 ����

Data are available from corresponding author. ����
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� ���

Figure-1.   	
��

(A) Percentage of fertile Wt or Tgr5-/- males 6-8, 10-12 or 18-20 weeks after busulfan or 	���

vehicle treatments. 	���

(B) Number of pups per litter obtained from fertile Wt or Tgr5-/- males 10-12 or 18-20 weeks 	���

after busulfan or vehicle treatments. 	���

(C) Sperm count in the epididymis head of Wt or Tgr5-/- males 8, 12 and 20 weeks after 	���

busulfan or vehicle treatments. 	���

(D) Representative micrographs of hematoxylin/eosin-stained testes of Wt or Tgr5-/- males 	���

treated with the vehicle or 4, 8, 12 and 20 weeks after busulfan treatment. The arrowhead 	�	�

indicates tubules with germ cell loss.  	�
�

(E) (Top) Representative micrograph of testis of vehicle or Bu treated Wt or Tgr5-/- males 	���

stained for TUNEL. (Bottom) Quantification of the relative number of TUNEL positive cells 
���

per seminiferous tubules of Wt or Tgr5-/- males treated with the vehicle or busulfan (4 weeks 
���

after treatment). 
���

In all panels, n=12-40 from 3 to 6 independent experiments. Data are expressed as the 
���

means ± SEM. Statistical analysis: *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001 vs respective vehicle 
���

group for each genotypes. #, p<0.05; ##; p<0.01; ###, p<0.001 between genotypes exposed 
���

to same treatments. Veh: vehicle and Bu: Busulfan. 
���
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� ���

Figure-2. 
���

(A) Representative micrograph of vehicle or Bu treated Wt or Tgr5-/- testis stained for 
���

acetylated histone H4 (acetylated H4). 
���

(B) Quantification of the relative number of acetylated H4 positive seminiferous tubules in 
���

testis of Wt or Tgr5-/- males treated with the vehicle or busulfan (1, 2, 4 and 8 weeks after 
���

treatment). The arrowhead indicates acetylated H4 positive tubules and the star indicates 
���

acetylated H4 negative tubules. 
���

 (C) Representative micrograph of vehicle or Bu treated Wt or Tgr5-/- testis stained for PLZF 
���

green) and PCNA (red). The arrowhead indicates acetylated PLZF-PCNA positive cells and 
�	�

the star indicates PCNA negative and PLZF positive cells.  
�
�

(D) Quantification of the relative number of PLZF positive cells per seminiferous tubules in 
���

Wt or Tgr5-/- testis treated with busulfan (1 week and 2 weeks after treatment). The mean 
���

number of PLZF+ cells observed in Wt males treated with Bu was arbitrarily set at 1 for 
���

comparison with the number of PLZF+ cells observed one and two weeks after treatment. 
���

(E) Quantification of the relative number of PLZF positive cells per seminiferous tubules in Wt 
���

or Tgr5-/- males treated with the vehicle or busulfan (4 weeks weeks after treatment).  
���

(F) Relative quantification of the relative number of double stained PLZF-PCNA cells per 
���

seminiferous tubules in Wt or Tgr5-/- males treated with the vehicle or busulfan (2 weeks after 
���

treatment). 
�	�

In all panels, n=11-23 from 3 to 6 independent experiments. 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; ##, p<0.01; ###, p<0.001 between genotypes exposed 
���

to same treatments. Veh: vehicle and Bu: Busulfan. 
���
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� ���

Figure 3. 
���

(A) (Left panel) Percentage of fertile Tgr5f/- ; Cre-/- and Tgr5GC-KO males 6-8, 8-10 and 10-13 
���

weeks after vehicle or busulfan treatment following breeding with C57Bl6J females for 10 
���

days. (Right panel) Number of pups per litter obtained in breeding with C57Bl6J females with 
�	�

Tgr5f/- ; Cre-/- or Tgr5GC-KO males 8-10 and 10-13 weeks after busulfan treatment. ND: Not 
�
�

determined as Tgr5f/- ; Cre-/- were sterile and did not give progeny. 
���

(B) Number of adherent cells after 24 or 48 hours of treatment with vehicle or Bu in siCtrl and 
���

siTgr5 GC1spg transfected cells. 
���

(C) (Left) Representative micrograph of GC1spg cells transfected with siCtrl or siTgr5 and 
���

treated with vehicle or Bu for 24 hours and stained for TUNEL. (Right) Quantification of the 
���

relative number of TUNEL positive GC1spg cells transfected with siCtrl and siTgr5 and 
���

vehicle or Bu treated for 24 hours. 
���

In a to c panels, n=5-15 from 3 to 6 independent experiments. Data are expressed as the 
���

means ± SEM. Statistical analysis: *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001 vs respective vehicle 
�	�

group for each genotypes. #, p<0.05; ##, p<0.01; ###, p<0.001 between genotypes exposed 
�
�

to same treatments. Veh: vehicle and Bu: Busulfan. 
���

(D) Relative Gfra1 mRNA accumulation normalized to β-actin on GC1spg cells transfected 
���

with siCtrl or siTgr5 and treated 24 hours with vehicle or with 200μM of Bu. 
���

(E) Representation of the RNAseq groups: GC1spg cells transfected with siCtrl or siRNA 
���

directed against Tgr5 (siTgr5) and treated 24 hours with vehicle or with 200μM of Bu. 
���

(F) Venn diagram for differentially expressed genes in GC1spg cells transfected with siCtrl or 
���

siTgr5 and treated 24 hours with vehicle or with 200μM of Bu.  
���

(G) Heatmap of differentially dowregulated genes following 24 hours exposure to Bu 
���

specifically in GC1spg cells transfected with siCtrl based on Table S1c-1.  
�	�

(H) Heatmap of differentially increased genes following 24 hours exposure to Bu specifically 
�
�

in GC1spg cells transfected with siCtrl based on Table S1c2.  
���

(I) Gene ontology analysis based on the list of differentially expressed genes specifically in 
���

GC1spg cells transfected with siCtrl following Bu exposure compared to siTgr5-transfected 
���

cells treated with Bu. Based on gene lists Table S1c1 and TableS1c2. 
���

In panel d, n=25-27 from 3 to 6 independent experiments. 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; ##, p<0.01; ###, p<0.001 between genotypes exposed to same 
���

treatments. Veh: vehicle and Bu: Busulfan. 
���
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� ���

Figure 4. 
���

(A) Perp, Phlda3 and Mmp24 mRNA accumulations normalized to β-actin on GC1spg cells 
	��

transfected with siCtrl or siTgr5 and treated 24 hours with vehicle or with 200μM of Bu. 
	��

(B) Representative western blots of GAPDH, TP53 and Phospho-TP53 (P-TP53), and 
	��

quantification of ratios in GC1spg cells transfected with siCtrl and siTgr5 and treated with 
	��

vehicle or Bu for 24 hours. 
	��

(C) Glis2 mRNA accumulation normalized to β-actin on GC1spg cells transfected with siCtrl 
	��

or siTgr5 and treated 6h with vehicle or with 200μM of Bu. 
	��

(D) Fgfr2, Izumo4 and Wfdc1 mRNA accumulations normalized to β-actin on GC1spg cells 
		�

transfected with siCtrl or siTgr5 and treated 12 hours with vehicle or with 200μM of Bu. 
	
�

(E) Glis2 mRNA accumulation normalized to β-actin on GC1spg cells treated with vehicle or 
	��

Bu (24h) in cells transfected with an empty vector or a vector for overexpression of GLIS2.  

��

(F) Number of adherent cells transfected with an empty vector or a vector for overexpression 

��

of GLIS2 and treated with vehicle or Bu for 24 or 48 hours. 

��

(G) Perp mRNA accumulation normalized to β-actin in GC1spg cells transfected with an 

��

empty vector or a vector for overexpression of GLIS2 and treated with vehicle or Bu for 24 

��

hours. 

��

(H) Representative western blots of GAPDH, TP53 and Phospho-TP53 (P-TP53), and 

��

quantification of ratios in GC1spg cells transfected with an empty vector or a vector for 

	�

overexpression of GLIS2 and treated with vehicle or Bu for 24 hours. 


�

(I) (Left) Representative micrograph of GC1spg cells transfected with an empty vector or a 

��

vector for overexpression of GLIS2 and treated with vehicle or Bu for 24 hours and stained 
���

for TUNEL. (Right) Quantification of the relative number of TUNEL positive GC1spg cells 
���

transfected with an empty vector or a vector for overexpression of GLIS2 and treated with 
���

vehicle or Bu for 24 hours. 
���

In all panels, n=5-26 from 3 to 6 independent experiments. 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; ##, p<0.01; ###, p<0.001 between genotypes exposed to same 
���

treatments. Veh: vehicle and Bu: Busulfan. 
�	�
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� �	�

Figure 5. ����

(A) Number of adherent GC1spg and GC1spgKO-Tgr5 cells exposed to veh. or Bu 200μM for ����

24 or 48 hours. ����

(B) (Left) Gfra1 mRNA accumulation normalized to β-actin in GC1spg and GC1spgKO-Tgr5 ����

cells; GC1spg were arbitrarily set at 1. (Right) Gfra1 mRNA accumulation normalized to β-����

actin in GC1spg and GC1spgKO-Tgr5 cells were exposed to vehicle or Bu 200μM for 24 hours. ����

Vehicle groups of each genotype were arbitrarily set at 1. ����

(C) (Left) Representative micrograph in GC1spg and GC1spgKO-Tgr5cells exposed to Bu ��	�

200μM for 24 hours and stained for TUNEL. (Right) Quantification of the relative number of ��
�

TUNEL positive GC1spg cells and GC1spgKO-Tgr5 cells exposed to vehicle or Bu 200μM for 24 ����

hours. ����

(D) Representative western blots of GAPDH, TP53 and Phospho-TP53 (P-TP53), and ����

quantification of ratios in GC1spg cells and GC1spgKO-Tgr5 cells treated with vehicle or Bu for ����

24 hours. ����

(E) Perp mRNA accumulation normalized to β-actin in GC1spg cells and GC1spgKO-Tgr5 cells ����

treated with vehicle or with 200μM of Bu for 24 hours. ����

In all panels, n=6-18 from 3 to 6 independent experiments. 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; ##, p<0.01; ###, p<0.001 between genotypes exposed to same ��
�

treatments. Veh: vehicle and Bu: Busulfan. ����
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Figure 6. ����

(A) Number of adherent cells in GC1spg and GC1spgKO-Tgr5 cells pre-exposed 24h with INT-����

777 and then to Bu (200μM) for 24 or 48 hours. ����

 (B) (Left) Representative micrograph of GC1spg and GC1spgKO-Tgr5 cells pre-exposed 24h ����

with INT-777 and then to Bu 200μM for 48 hours and stained for TUNEL. (Right) ����

Quantification of the relative number of TUNEL positive GC1spg and GC1spgKO-Tgr5 cells pre-��	�

exposed 24h with INT-777 and then with Bu (200μM) for 48 hours. ��
�

(C) Perp, Phld3a and Mmp24 mRNA accumulations normalized to β-actin in GC1spg cells ����

and GC1spgKO-Tgr5 cells pre-exposed 24h with INT-777 and then to Bu 200μM for 24 hours. ����

(D) (Left) Representative micrograph of testis of Bu or Bu+CA treated Wt male stained for ����

PLZF. (Right) Quantification of the relative number of positive PLZF cells per seminiferous ����

tubules of males treated with the Bu or Bu+CA (4 weeks after treatment). ����

(E) (Left) Representative micrograph of testis of Bu or Bu+CA treated Wt males stained for ����

acetylated H4. (Right) Quantification of the relative number of acetylated H4 positive ����

seminiferous tubules of males treated with the Bu or Bu+CA (8 weeks after treatment). ����

(F) (Left) Representative micrograph of testis of Bu or Bu+CA treated Wt males stained for ��	�

TUNEL. (Right) Quantification of the relative number of TUNEL positive cells per ��
�

seminiferous tubules of testes from Wt males treated with Bu or Bu+CA (8 weeks after ����

treatment). ����

In a to c panels, n=6-24 from 3 to 6 independent experiments. 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; ##, p<0.01; ###, p<0.001 between genotypes exposed ����

to same treatments. Veh: vehicle and Bu: Busulfan. ����

In panels d to f, n=7-15 from 3 to 6 independent experiments. Data are expressed as the ����

means ± SEM. Statistical analysis: #, p<0.05; ##, p<0.01; ###, p<0.001 between genotypes ����

exposed to same treatments. CA: cholic acid and Bu: Busulfan. ��	�
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Supplemental Figure 1.  ����

(A) Body weight of Wt or Tgr5-/- males treated with the vehicle or busulfan for 1, 2, 4, 8, 12 or ����

20 weeks. ����

(B) Relative percentage of C57BL/6J females plugged per male (visualized by vaginal plug) ����

after 10 days of reproduction with Wt or Tgr5-/-  males. ����

(C) Sperm count in the epididymis head of Wt or Tgr5-/ males 1, 2, 4 weeks after busulfan or ����

vehicle treatments. ����

(D) Representative micrographs of hematoxylin/eosin-stained testes of Wt or Tgr5-/- males 
����

treated with the vehicle or 1, 2 weeks after busulfan treatment. ��	�

 ��
�

In all panels, n=5-50 from 3 to 6 independent experiments. Data are expressed as the means ����

± SEM. Statistical analysis: *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.005 vs respective vehicle group for �	��

each genotypes. #, p<0.05; ##, p<0.01; ###, p<0.005 between genotypes exposed to same �	��

treatments. �	��
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Supplemental Figure 2. �
��

(A) Quantification of the relative number of positive PLZF cells per seminiferous tubules in �
��

testes of Wt or Tgr5-/- males treated with vehicle. �
��

(B) Quantification of the relative number of positive PLZF cells per seminiferous tubules in �
	�

testes of Wt males treated with the vehicle or busulfan (1 day, 3 days, 5 days or 1 weeks �

�

after treatment). �
��

(C) Quantification of the relative number of positive PLZF cells per seminiferous tubules in ����

testes of Wt or Tgr5-/- males treated 5 days with vehicle or Bu. ����

(D) Quantification of the relative number of TUNEL positive cells per seminiferous tubules in ����

testes of Wt or Tgr5-/- males treated with vehicle or busulfan (2 weeks after treatment). ����

(E) Schematic representation of the generation of Tgr5 specific germ cell knockout (Tgr5GC-
����

KO). ����

In a to e panels, n=9-23 from 3 to 6 independent experiments. Data are expressed as the ����

means ± SEM. Statistical analysis: *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.005 vs respective vehicle ��	�

group for each genotypes. #, p<0.05; ##, p<0.01; ###, p<0.005 between genotypes exposed ��
�

to same treatments. ����

(F) (Left) Percentage of fertile Tgr5f/-; Cre-/- and Tgr5GC-KO males after vehicle treatment and �����

breeding with C57Bl6J females for 10 days. (Right) Number of pups per litter obtained in �����

breeding C57Bl6J females with Tgr5f/-; Cre-/- and Tgr5GC-KO males after vehicle treatment. �����

n=5-15 from 3 to 6 independent experiments. Data are expressed as the means ± SEM. �����

Statistical analysis: *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.005 vs respective vehicle group for each �����

genotypes. #, p<0.05; ##, p<0.01; ###, p<0.005 between genotypes exposed to same �����

treatments. �����
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Supplemental Figure 3.  �����

(A) Relative Tgr5 mRNA accumulation normalized to β-actin in GC1spg cells transfected with �����

siCtrl or siTgr5. 48h post transfection (at the time of treatment with Bu). n=12 from 3 to 6 �����

independent experiments. Data are expressed as the means ± SEM. Statistical analysis: *, �����

p<0.05; **, p<0.01;, ***, p<0.005 vs respective vehicle group for each genotypes. #, p<0.05; �����

##, p<0.01; ###, p<0.005 between genotypes exposed to same treatments. ���	�

(B) Analysis of the interconnections of genes sorted either upwards or downwards, regulated ���
�

by Bu specifically in cells transfected by siCtrl  using GeneMania®. �����

(C) Sequences of the DNA binding site defined by CisTarget for TP53 in the genes positively �����

regulated by Bu in siCtrl-transfected cells only. �����

(D) Sequences of the DNA binding site defined by CisTarget for GLIS2 in the genes �����

negatively regulated by Bu in siCtrl-transfected cells specifically. �����

(E) Glis2 mRNA accumulation observed in the RNAseq data from GC1spg cells transfected �����

with siCtrl or siTgr5 and treated 24 hours with vehicle or with 200μM of Bu. n=4 to 5.  �����

 �����

Data are expressed as the means ± SEM. Statistical analysis: *, p<0.05; **, p<0.01; ***, ���	�

p<0.005 vs respective vehicle group for each genotypes. #, p<0.05; ##, p<0.01; ###, ���
�

p<0.005 between genotypes exposed same treatments. �����
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Supplemental Figure 4. �����

(A) Schematic representation of the experimental design (primers) of Crispr/CAS9 ���	�

experiment for the deletion of TGR5. ���
�

(B) Representative images of genotyping PCR. �����

(C) Tgr5 mRNA accumulation observed in GC1spg and Crispr/Cas9 Tgr5 knockout GC1spg �����

cells (GC1spgKO-Tgr5) as observed by RT-PCR.  �����

(D) Protein alignment between wild type TGR5 protein and the truncated protein obtained �����

following Crispr/CAS9 protocol. �����
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Supplemental Figure 5.  �����

Quantification of the relative number of BrdU positive GC1spg and GC1spgKO-Tgr5 cells pre-�����

exposed 24h with INT-777 and then to Bu (200μM) for 24 hours. n=15 to 21 from 3 to 6 �����

independent experiments. Veh.: vehicle; Bu: Busulfan. �����

 �����
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B. Discussion 

L’ensemble des résultats présentés dans cette étude montrent que TGR5 joue un rôle 

majeur dans la physiopathologie testiculaire. En effet, l’invalidation de Tgr5 permet de 

minimiser les effets indésirables d’un traitement au busulfan sur la fertilité en agissant sur les 

cellules germinales indifférenciées, permettant un redémarrage précoce de la spermatogenèse. 

L’invalidation de Tgr5, ou son inactivation par un antagoniste, permettrait de protéger la lignée 

germinale afin de limiter les impacts délétères des chimiothérapies sur la fertilité. Au contraire, 

l’activation de TGR5 dans le cadre des traitements du cancer germino-testiculaire pourrait 

améliorer l’efficacité des traitements, notamment dans le cas de tumeurs résistantes aux 

chimiothérapies qui représentent 10 à 15 % des cancers germino-testiculaires. Nous posons 

donc l’hypothèse que la modulation de TGR5 pourrait être intégrée dans les protocoles de 

traitements anti-cancéreux. Cette modulation, par activation ou inactivation, nécessitera d’être 

vectorisée afin d’induire une modulation de TGR5 spécifiquement dans le tissu d’intérêt, 

permettant de s’affranchir d’effets sur d’autres types cellulaires. Cependant, afin de mieux 

comprendre le rôle de TGR5 dans la physiologie et la physiopathologie testiculaires, de 

nombreuses questions subsistent.  

1. Quel est le rôle de TGR5 dans l’homéostasie des cellules progénitrices et des 

spermatogonies indifférenciées ? 

Les résultats obtenus par qPCR ainsi qu’avec l’analyse du transcriptome par une 

approche RNAseq ont permis de mettre en évidence que les cellules GC1-spg (spermatogonies) 

transfectées avec un siARN dirigé contre Tgr5 (siTgr5) présentent une accumulation des 

transcrits de ����&, Nanog et Fgfr2 plus importante que les cellules transfectées avec un siARN 

contrôle. Ces résultats suggèrent un rôle de TGR5 dans l’établissement et/ou le maintien du 

pool de cellules souches puisque ces différents gènes sont des gènes clés de l’homéostasie des 

SSCs. De plus, nos résultats mettent en évidence que l’invalidation du gène Tgr5 permet une 

protection des effets à long terme du busulfan conduisant au redémarrage précoce de la 

spermatogenèse. En effet, de manière intéressante, il est observé que les cellules germinales 

indifférenciées (positives pour PLZF) conservent leur capacité proliférative chez les individus 

invalidés pour Tgr5 deux semaines après traitement au busulfan par rapport aux individus 

sauvages, suggérant que TGR5 est impliqué dans la prolifération des cellules indifférenciées, 

qui représente une caractéristique clé de ce type cellulaire. 
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De plus, les données issues de l’analyse transcriptomique par une approche de RNAseq 

puis validées biologiquement ont mis en évidence un impact majeur de TGR5 sur la 

signalisation GLIS2. Ces résultats démontrent effectivement que le knock-down de Tgr5 

entraîne une augmentation de l’accumulation des transcrits de Glis2. Il est intéressant de noter 

que, dans des cellules souches pluripotentes (hPSCs), le knock-down de GLIS2 entraîne une 

diminution de marqueurs de pluripotence tels que OCT3/4, SOX2 et NANOG (Scoville et al., 

2017). GLIS2 semble donc jouer un rôle majeur dans le maintien de la pluripotence des cellules 

souches. De plus, il a été mis en évidence que des sites de liaison à Glis2 sont présents dans les 

séquences régulatrices des gènes Oct3/4 et Nanog, suggérant que ces gènes sont directement 

régulés par GLIS2. Parallèlement, le knock-down de Oct3/4 entraîne également une diminution 

de l’expression de Glis2, suggérant que Glis2 pourrait être régulé transcriptionnellement par 

Oct3/4. Oct3/4 et Nanog étant des gènes clés des cellules germinales souches, cela suggère que 

GLIS2 peut jouer un rôle important dans ces cellules et que le rôle de TGR5 dans le contrôle 

de l’homéostasie des cellules germinales souches pourrait impliquer une signalisation GLIS2 – 

NANOG – OCT3/4. 

Nos données démontrent, en appui des données décrites précédemment publiées (Xie et 

al., 2020), que l’impact initial du busulfan est observé sur les cellules indifférenciées positives 

pour le marqueur PLZF dès 1 jour après traitement. Cependant, ce marqueur est largement 

exprimé dans la population de spermatogonies et ne permet pas de dissocier les spermatogonies 

souches des spermatogonies indifférenciées. Il serait intéressant de réaliser des 

immunomarquages avec ID4 ou encore PAX7 (marqueurs de SSCs) (Aloisio et al., 2014; 

Oatley et al., 2011) afin de savoir si le redémarrage précoce initié chez les individus invalidés 

pour Tgr5 concerne les spermatogonies indifférenciées de manière générale ou s’il s’agit d’un 

effet spécifique aux cellules germinales souches (SSCs).  

 Afin de confirmer si le rôle protecteur de TGR5 est spécifique aux cellules germinales 

indifférenciées, un tri des SSCs pourrait être réalisé à l’aide du marqueur THY1 par FACS ou 

tri magnétique. Ce tri consiste à isoler l’ensemble des cellules positives pour le marqueur THY1 

qui est exprimé uniquement à la surface des cellules germinales indifférenciées (Kubota et al., 

2003). Le tri des SSCs pourrait également être réalisé sur des souris Id4-GFP (Green 

Fluorescent Protein) (collaboration J. Oatley) croisées avec des souris invalidées pour le gène 

codant TGR5 : un tri des populations cellulaires exprimant la GFP serait réalisé et permettra de 

récupérer l’ensemble des cellules ID4+. Les cellules indifférenciées ainsi triées pourront être 

transplantées chez des individus du génotype opposé : transplantation de SSCs issues 



Figure 24 : Schéma du protocole de transplantation des SSCs.
Les SSCs de souris sauvages (Tgr5+/+) ou invalidées pour Tgr5 (Tgr5-/-) seront triées par tri
magnétique ou FACS, soit avec le marqueur THY1 spécifique des SSCs, soit avec la GFP à
partir de souris Id4-GFP (voire des souris Oct3/4-GFP déjà disponibles dans l’équipe). Ces
SSCs isolées seront ensuite re-transplantées dans des souris receveuses (qui ne présentent pas de
spermatogenèse) du génotype opposé. Afin d’obtenir des souris receveuses nous utiliserons soit
des souris traitées avec une dose importante de busulfan permettant une perte de la lignée
germinale complète et définitive, soit des souris invalidées pour le gène codant NANOS2 qui
présentent une azoospermie totale.

Tri des SSCs

Tgr5-/- Tgr5-/-

Tgr5+/+

Tgr5-/- receveuses 
(traitées au busulfan)
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d’individus Tgr5-/- chez des souris sauvages et inversement. Il est possible de transplanter les 

SSCs isolées chez des souris receveuses traitées au busulfan à une dose importante (afin 

d’induire une déplétion des cellules germinales quasiment définitive) ou chez des souris 

invalidées pour Nanos2 qui présentent une stérilité (Tsuda et al., 2003) (Figure 24).  

Les SSCs re-transplantées chez des individus présentant une déplétion de cellules 

germinales recoloniseront les épithéliums séminifères afin de retrouver une spermatogenèse 

complète après plusieurs semaines. Il serait intéressant d’observer si les SSCs invalidées pour 

le gène codant TGR5 recolonisent les tubes séminifères plus rapidement ou non, ce qui 

permettrait d’évaluer le rôle de TGR5 dans la recolonisation des tubes séminifères. De plus, la 

transplantation de SSCs chez des individus invalidés pour Nanos2 (souris présentant une 

stérilité) permet d’éviter un traitement au busulfan. Cela permet de s’affranchir de tout effet 

systémique du busulfan sur le foie ou l’intestin, mais également sur les cellules somatiques 

testiculaires, permettant ainsi d’étudier le rôle de TGR5 dans le redémarrage de la 

spermatogenèse spécifiquement via les SSCs. En effet, le busulfan peut conduire à l’altération 

des cellules somatiques (cellules de Leydig et cellules de Sertoli principalement) qui produisent 

des facteurs essentiels aux cellules germinales. Chez le rat, le busulfan entraîne l’apoptose des 

cellules de Leydig et des cellules myoïdes péritubulaires et conduit à une diminution des taux 

de testostérone (Sasso-Cerri et al., 2017). Chez la souris, le busulfan conduit à une augmentation 

de l’expression de Sat2 (Spermidine/Spermine N1-AcetylTrasnferase 2) dans les cellules de 

Sertoli in vitro, et la sur-expression de Sat2 dans ces cellules conduit à une inhibition de la 

prolifération cellulaire associée à un arrêt du cycle cellulaire, suggérant que le busulfan altère 

également les cellules de Sertoli (in vitro) (Xian et al., 2017). Il est donc envisageable dans 

notre modèle que le busulfan ait un impact délétère sur les cellules testiculaires somatiques, ce 

qui conduirait à une modulation des facteurs clés produits par ces cellules et nécessaires aux 

cellules germinales, et que TGR5 joue un rôle dans ce contexte. En effet, les cellules de Sertoli 

produisent des facteurs essentiels aux cellules germinales comme le GDNF ou les FGFs. Si le 

busulfan a un impact sur les cellules de Sertoli il est possible qu’il joue sur la production de ces 

facteurs. Les cellules germinales invalidées pour Tgr5 présentant une accumulation des 

transcrits de Fgfr2 et Gfra1 plus importante, il est donc possible que le rôle protecteur de 

l’invalidation de Tgr5 soit associé à ces facteurs puisque les cellules germinales invalidées pour 

Tgr5 pourraient être plus réceptives aux facteurs produits par les cellules de Sertoli.  

Nous posons également l’hypothèse que TGR5 joue un rôle clé dans les cellules 

progénitrices, qui représentent une population de cellules capable de réalimenter le nombre de 
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cellules souches, ce qui expliquerait le redémarrage précoce de la spermatogenèse après un 

traitement au busulfan. En effet, une étude a mis en évidence qu’après un traitement au busulfan 

les cellules progénitrices participaient à la restauration du pool de cellules souches. Il a été 

démontré que les spermatogonies progénitrices NGN3+ pouvaient conduire à la production de 

cellules ID4+, suggérant que les SSCs sont restaurées. Ce rôle est dépendant de l’activité de 

DMRT1 qui est essentiel pour ce processus (Zhang et al., 2016b). En effet, DMRT1 est requis 

pour le maintien du pouvoir souche des SSCs. Son invalidation dans les cellules NGN3+ 

empêche le renouvellement des SSCs après un traitement au busulfan et va conduire à la perte 

de l’expression de PLZF dans les spermatogonies indifférenciées, conduisant à la 

différenciation de ces cellules et à une perte progressive de la spermatogenèse. Il serait 

important d’étudier l’impact de l’invalidation de Tgr5 dans la reprogrammation des cellules 

indifférenciées progénitrices en cellules souches. En effet, la reprogrammation des cellules 

progénitrices permet de renouveler un pool de SSCs plus important qui conduira à un 

redémarrage précoce de la spermatogenèse. Dans ce contexte il serait donc majeur d’analyser 

les liens entre TGR5 et DMRT1. 

Par ailleurs, une étude a identifié une nouvelle sous-population de spermatogonies 

NGN3+ exprimant MIWI2 (PIWIL4) essentielle à la régénération du tissu testiculaire après un 

dommage. De manière basale, en l’absence de dommage testiculaire, l’invalidation du gène 

codant pour MIWI2 conduit à une diminution progressive du nombre de cellules germinales 

(Carmell et al., 2007). Après un traitement au busulfan, les souris invalidées pour le gène Miwi2 

ne présentent pas de redémarrage de la spermatogenèse contrairement aux individus contrôles 

(Carrieri et al., 2017). A l’inverse, une retransplantation de cellules MIWI2+ dans un testicule 

vidé de cellules germinales permet une reconstitution du pool de cellules souches, ce qui permet 

de conclure que les spermatogonies indifférenciées exprimant Miwi2 constituent une population 

essentielle à la capacité régénératrice du testicule après un dommage. L’implication de TGR5 

dans la population de cellules MIWI2+ est donc à évaluer afin de mieux comprendre son rôle 

dans les mécanismes impliqués dans la capacité de régénération du testicule après un traitement 

au busulfan. 

2. Comment TGR5 module-t-il l’apoptose des cellules germinales ? 

 Les résultats obtenus dans cette étude ont mis en évidence que les effets initiaux du 

busulfan sont similaires entre les deux groupes d’individus sauvages et Tgr5-/- avec une 

diminution importante du nombre de cellules PLZF+ entre 1 et 7 jours après traitement au 
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busulfan. Afin d’évaluer le mécanisme conduisant à cette perte des cellules indifférenciées, il 

serait intéressant de réaliser un co-marquage TUNEL-PLZF (Terminal deoxynucleotidyl 

transferase biotin-dUtp Nick End Labeling) afin d’évaluer le pourcentage de cellules 

indifférenciées dégradées par apoptose.  

De plus, les résultats obtenus ont mis en évidence que le busulfan entraîne une activation 

de la voie TP53 (conduisant à l’apoptose des cellules) et que cet effet est contrecarré par 

l’invalidation de Tgr5. Des données supplémentaires (non publiées) montrent de manière basale 

(en l’absence de traitement) une activation de la voie de signalisation TP53 plus importante 

dans les cellules transfectées avec un siARN dirigé contre Tgr5 ou invalidées pour Tgr5 par 

rapport à des cellules sauvages. En parallèle, une apoptose plus importante est observée dans 

les cellules GC1-spg invalidées pour Tgr5 par rapport aux cellules GC1-spg sauvages non 

traitées. Ces résultats montrent que l’implication de TGR5 sur la voie de signalisation TP53 et 

sur la mort cellulaire n’est pas le même en conditions basales qu’après un traitement au busulfan 

et suggèrent que TGR5 pourrait avoir un impact de manière physiologique sur la mort cellulaire 

en l’absence de traitement. De manière intéressante, dans des cellules de cancer du sein, 

l’activation de TGR5 avec du LCA entraîne un effet pro-apoptotique avec une augmentation de 

l’expression de TP53 et une diminution de l’expression de la protéine anti-apoptotique BCL-2 

(B-Cell cll/Lymphoma 2) (Luu et al., 2018). TGR5 semble donc jouer un rôle clé dans la 

régulation de la signalisation TP53, bien que son impact soit dépendant du tissu. 

Par ailleurs, une étude a mis en évidence, dans des cellules rénales, que l’invalidation 

du gène codant pour GLIS2 (sur-exprimé dans notre modèle en l’absence de Tgr5) permettait 

de contrecarrer l’apoptose et d’induire la senescence des cellules via l’activation de CHK1 

(CHeckpoint Kinase 1) qui permet de stabiliser TP53 (Lu et al., 2016). Il existe donc un lien 

TP53 – GLIS2 et, d’après nos données transcriptomiques acquises par une analyse RNAseq, il 

existe une association importante entre les voies de signalisation TP53 – GLIS2 – TGR5. Il 

serait donc intéressant d’étudier après un traitement au busulfan l’activation de la protéine 

CHK1 afin de définir si la protection induite par l’invalidation de Tgr5 est dépendante de ce 

facteur, lui-même régulé par GLIS2.  

L’analyse des liens entre les voies de signalisation TP53 – GLIS2 – TGR5 nous 

permettrait de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu dans notre modèle. 
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Figure 25 : Schéma du protocole expérimental utilisé.
Le nombre de spermatogonies a été évalué entre 1 et 8 semaines après traitement au busulfan afin
d’étudier la perte de ces cellules induites par le busulfan, puis le retour à la normale de ces cellules.
Le nombre de spermatogonies, de spermatocytes et de spermatides a été analysé 1 à 8 semaines
après traitement respectivement.
(a) Un traitement au busulfan seul entraîne une diminution importante du nombre de
spermatogonies à 1 semaine, qui va conduire à une diminution du nombre de spermatocytes à 4
semaines associée à une diminution du nombre de spermatides à 8 semaines (b) Un traitement au
busulfan en parallèle d’un régime supplémenté en acide cholique accentue les effets du busulfan
sur la diminution du nombre de spermatocytes et de spermatides et entraîne également un retard
dans la recolonisation des spermatogonies 4 semaines après traitement (c) Un traitement au
busulfan, suivi 4 semaines après par un régime supplémenté en acide cholique, n’accentue pas les
effets du busulfan visibles 8 semaines après injection.
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3. Comment l’activation de TGR5 permet de sensibiliser au busulfan ? 

 Les résultats exposés ici ont mis en évidence qu’un régime supplémenté en acide 

cholique concomitant à un traitement au busulfan, dès le début du protocole expérimental, 

accentue les effets délétères du busulfan sur la lignée germinale, entraînant un retard du 

redémarrage de la spermatogenèse. Cela suggère que la présence de problèmes hépatiques 

pourrait accentuer les effets délétères du busulfan. De ce fait, il apparaît donc primordial de 

prendre en compte les problèmes hépatiques préexistants (souvent associés à une augmentation 

des taux plasmatiques d’acides biliaires) chez les patients avant un traitement de chimiothérapie 

en réalisant un dosage d’acides biliaires.  

 De manière intéressante, des données (non publiées) collectées dans l’équipe ont permis 

de mettre en évidence que, contrairement aux souris traitées au busulfan et nourries avec un 

régime supplémenté en acide cholique de manière concomitante, des souris traitées au busulfan 

puis nourries avec un régime supplémenté en acide cholique à partir de 4 semaines après le 

traitement au busulfan ne présentent pas de retard dans le redémarrage de la spermatogenèse 

(Figure 25). En effet, lorsque le régime supplémenté en acide cholique est initié 4 semaines 

après traitement au busulfan – après le retour à la normale du nombre de spermatogonies PLZF+ 

– l’impact du busulfan n’est pas accentué par le régime supplémenté en acide cholique, 

contrairement à ce qui a été démontré dans notre étude. Ces résultats mettent en évidence que 

le rôle majeur de TGR5 après un traitement au busulfan se fait dans la phase de redémarrage de 

la spermatogenèse en amont du retour à la normale du nombre de spermatogonies PLZF+ (4 

semaines après traitement), confirmant ainsi le fait que le rôle de TGR5 est retrouvé sur les 

cellules indifférenciées. 

 Par ailleurs, les résultats obtenus in vivo avec le régime supplémenté en acide cholique 

n’ayant pas été réalisés sur les individus invalidés pour Tgr5, l’implication d’autres récepteurs 

des acides biliaires reste envisageable. Pour contrer ce problème, il serait intéressant de réaliser 

des traitements avec de l’INT-777 (agoniste synthétique spécifique de TGR5) concomitant avec 

un traitement au busulfan afin de vérifier que l’impact des acides biliaires dans ce contexte soit 

bien un effet spécifique de TGR5. Par ailleurs, l’utilisation de souris invalidées pour Tgr5 

nourries avec un régime supplémenté en acide cholique ou traitées avec de l’INT-777 en 

simultané avec du busulfan permettrait de valider la spécificité de ces molécules et de pouvoir 

s’assurer que les effets observés sont spécifiques à TGR5. 
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4. TGR5 est-il impliqué dans la qualité spermatique ? 

Les chimiothérapies sont des molécules connues pour entraîner des dommages à 

l’ADN ; le busulfan, comme les autres agents alkylants, va causer des dommages à l’ADN en 

réalisant des ponts intra brins dans l’ADN, conduisant à des cassures de celui-ci, provoquant de 

ce fait la mort de la cellule (Iwamoto et al., 2004). Les molécules de chimiothérapie ont un effet 

préférentiellement sur les cellules en prolifération telles que les cellules germinales 

(spermatogonies principalement). Leur impact va dépendre du type de chimiothérapie ainsi que 

de la dose utilisée (Giwercman and Petersen, 2000). Au-delà de leurs conséquences sur la 

quantité de spermatozoïdes produits, les chimiothérapies pourraient également avoir un impact 

majeur sur leur qualité puisqu’elles peuvent causer des mutations dans les cellules germinales. 

 Nos résultats démontrent que l’invalidation de Tgr5 permet de minimiser les effets à 

long terme du busulfan en entraînant un redémarrage précoce de la spermatogenèse qui conduit 

à un retour précoce de la fertilité. Cependant, il serait important d’étudier la qualité des 

spermatozoïdes chez les individus invalidés pour Tgr5 après traitement au busulfan. Le 

redémarrage de la spermatogenèse étant précoce, il est important de s’affranchir de problèmes 

liés à la réparation de l’ADN. En effet, les cellules repartent plus vite mais cela peut être associé 

à une mauvaise réparation de l’ADN qui conduirait à des défauts de qualité des spermatozoïdes 

pouvant entraîner des défauts développementaux sur la descendance. Les analyses de fertilité 

réalisées dans notre étude ont mis en évidence que 6 à 8 semaines après un traitement au 

busulfan l’ensemble des animaux (sauvages ou Tgr5-/-) sont stériles. Lors du retour à la normale 

de la spermatogenèse, les mâles invalidés pour Tgr5, traités au busulfan puis mis en 

reproduction après 20 semaines avec une femelle non traitée, donnent naissance à un nombre 

de petits par portée normal sans impact majeur sur le nombre de fœtus morts in utero. Cependant 

il est envisageable que le busulfan ait un impact sur la qualité spermatique, ce qui pourrait 

entraîner un impact sur la descendance. 

 L’impact qualitatif sur les spermatozoïdes est pertinent dans la poursuite de notre étude 

car il est connu que l’invalidation de Tgr5 permet de contrecarrer les défauts testiculaires et la 

dégradation de la qualité spermatique, induits par un régime supplémenté en acide cholique 

ayant un impact métabolique majeur sur plusieurs générations d’individus (Baptissart et al., 

2018). Cela suggère que TGR5 joue un rôle important dans la préservation de la qualité du 

spermatozoïde et cet effet semble être dépendant de l’enzyme ADN méthyltransferase de novo 

DNMT3B. En effet, un régime supplémenté en acide cholique conduit à une diminution de 



Figure 26 : Schéma bilan de la bibliographie sur l’impact du busulfan sur le foie et l’intestin.
(a) Il a été démontré que le busulfan conduisait au développement de maladies veino-occlusives
(Feng et al., 2020). Chez un patient atteint de cette maladie, une augmentation des taux d’acides
biliaires a été observée (Sun et al., 2018) bien que le lien entre les deux n’ait pas été décrit. Il
n’existe aucun lien décrit entre le busulfan et une modulation des taux d’acides biliaires. Il a
également été démontré que les acides biliaires conduisent à une altération de la fertilité
(Baptissart et al., 2014 et Vega et al., 2015). Il serait donc important de s’affranchir des effets du
busulfan sur le foie en réalisant une injection intra-testiculaire de busulfan.
(b) Les chimiothérapies entraînent une altération du microbiote intestinal (Huang et al., 2012) et
la modulation du microbiote peut conduire à des défauts de fertilité (Al-Asmakh et al., 2014 et
Ding et al., 2020). L’altération du microbiote peut également entraîner une diminution des taux
d’acides biliaires associée à une diminution des taux d’absorption de la vitamine A conduisant à
des altérations de la fertilité (Zhang et al., 2021). Il est majeur de mieux comprendre l’impact
des chimiothérapies sur le microbiote et de savoir si l’altération du microbiote induite par une
chimiothérapie entraîne une altération de la fertilité via les acides biliaires et la vitamine A.
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l’expression de Dnmt3b dans les cellules germinales, entraînant une diminution de la 

méthylation de l’ADN. Cet effet est dépendant de TGR5 puisqu’il n’est pas retrouvé chez les 

souris invalidées pour Tgr5. La régulation de Dnmt3b par TGR5 pourrait donc constituer l’un 

des événements moléculaires initiateurs de l’altération de la qualité spermatique conduisant à 

des défauts sur plusieurs générations d’individus.  

Avant de proposer en clinique la modulation de TGR5 afin de sauvegarder la fertilité 

après une chimiothérapie, il est donc primordial de connaître son impact sur la qualité des 

spermatozoïdes et sur la descendance sur plusieurs générations sur des modèles expérimentaux. 

Cela permettra de s’affranchir de défauts de qualité spermatique qui seraient susceptibles de 

conduire à la transmission transgénérationnelle d’anomalies. 

5. Quel est l’impact du busulfan et le rôle de TGR5 sur les liens entre le foie, 

l’intestin et le testicule ? 

Le rôle protecteur de l’invalidation de Tgr5 après un traitement au busulfan implique la 

signalisation germinale de TGR5 étant donné que les souris invalidées pour Tgr5 

spécifiquement dans la lignée germinale (Tgr5GC-KO) présentent un retour de la fertilité précoce 

par rapport aux individus sauvages. La question de savoir comment est mobilisée cette 

signalisation TGR5 en présence de busulfan se pose et permettrait de mieux comprendre son 

rôle. 

Il est décrit que le busulfan a un impact important sur le foie ; il peut en effet entraîner 

une maladie veino-occlusive hépatique qui conduit à une obstruction des petites veines 

hépatiques (Feng et al., 2020). Une étude a mis en évidence que chez un patient présentant une 

maladie veino-occlusive hépatique une augmentation des taux d’acides biliaires était observée, 

cependant le lien direct de la pathologie sur les taux d’acides biliaires n’a pas été mis en 

évidence (Sun et al., 2018b). De plus, à l’heure actuelle, aucun lien n’a été mis en lumière entre 

un traitement au busulfan et une modulation des taux d’acides biliaires. Une relation importante 

ayant tout de même été mise en évidence entre le foie et le testicule, il est envisageable de 

considérer que le busulfan a un impact sur le testicule via un effet systémique impliquant des 

dérégulations au niveau hépatique (Figure 26). Afin de s’affranchir de ces effets, il serait 

intéressant de réaliser des injections de busulfan intra-testiculaires et non pas intra-péritonéales. 

Ainsi le busulfan n’aurait un impact direct que sur le testicule.  
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Au-delà de leur impact hépatique, de nombreuses molécules de chimiothérapie 

conduisent à des effets indésirables sur le microbiote intestinal (Huang et al., 2012). La 

modulation de celui-ci conduisant à des altérations de la fertilité (Al-Asmakh et al., 2014), il a 

été suggéré que l’impact délétère du busulfan sur la fertilité soit dépendant du microbiote (Zhao 

et al., 2020). En effet, la transplantation de microbiote fécal après une exposition au busulfan 

permet d’améliorer la spermatogenèse. Le microbiote joue un rôle majeur dans le métabolisme 

des acides biliaires en réalisant les réactions de déconjugaison et déhydroxylation qui 

permettent la production d’acides biliaires secondaires notamment. TGR5 étant principalement 

activé par les acides biliaires secondaires, il existe un lien majeur entre TGR5 et la modulation 

du microbiote intestinal. Le rôle protecteur de TGR5 sur la fertilité en réponse au busulfan 

pourrait alors dépendre de la modulation du microbiote par la chimiothérapie.  

Cette hypothèse pourrait être élargie à d’autres pathologies ; en effet, en présence d’un 

syndrome métabolique (mimé par un régime riche en protéines), une altération de la 

spermatogenèse est observée et conduit à des troubles de la reproduction (Attaman et al., 2012). 

De même, il a été mis en évidence qu’un régime riche en protéines conduisait à une 

augmentation du nombre de tubes séminifères anormaux et à une diminution de la 

différenciation des spermatogonies (Zhang et al., 2021b). Ces effets sont associés à une 

diminution des taux d’acides biliaires, induite par une dérégulation du microbiote intestinal, qui 

entraîne une diminution de l’absorption de la vitamine A. Cette diminution des taux de vitamine 

A engendre des altérations méiotiques et conduit à une altération de la spermatogenèse et, à 

terme, de la fertilité (Zhang et al., 2021b). 

Il a également été mis en évidence qu’un régime riche en graisses conduisait à 

l’infertilité via une modification du microbiote (Ding et al., 2020). En effet, lors d’une 

transplantation du microbiote intestinal d’une souris nourrie avec un régime riche en graisses 

chez une souris receveuse, une augmentation des taux des bactéries Bacteroides et Prevotella 

est observée dans les intestins. De manière intéressante, une corrélation inverse a été mise en 

évidence entre la quantité de Bacteroides-Prevotella et la mobilité des spermatozoïdes, ce qui 

permet de définir une des voies d’impact du microbiote sur la fertilité.  

L’implication du microbiote (dont les acides biliaires secondaires sont les métabolites) 

dans notre modèle n’a pas été défini mais il serait important d’étudier l’impact du busulfan sur 

le microbiote et sur les taux de vitamine A (impliqué dans la méiose) chez des individus 
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sauvages ou invalidés pour Tgr5. Cela permettrait de confirmer ou non l’impact systémique de 

l’homéostasie des acides biliaires sur le testicule.  

6. La modulation de TGR5 pourrait-elle être utilisée en thérapeutique ? 

 Les résultats présentés ici démontrent qu’après une injection unique de busulfan chez 

l’adulte, les souris invalidées pour Tgr5 présentent une recolonisation précoce des tubes 

séminifères, conduisant à un retour de la fertilité plus rapide que chez les individus sauvages. 

 En clinique, les chimiothérapies telles que le busulfan sont majoritairement utilisées en 

cycles avec des expositions chroniques plutôt qu’avec une exposition aiguë, permettant 

d’améliorer leur efficacité. Le busulfan est principalement utilisé en exposition chronique, en 

combinaison avec la fludarabine ou le cyclophosphamide. Il est utilisé avec des doses moins 

importantes (3,2 mg/kg) que celles utilisées dans cette étude (15mg/kg) mais répétées sur 2 à 3 

jours consécutifs lors d’une combinaison avec la fludarabine et sur 4 jours consécutifs avec le 

cyclophosphamide (Geddes et al., 2008) (Agence Nationale de Sécurité du Médicament). La 

dose finale utilisée est donc cohérente entre ce qui est utilisé en clinique et ce que nous avons 

réalisé dans notre modèle, bien qu’il soit possible qu’il y ait une différence entre une exposition 

aiguë et chronique. Un de nos questionnements majeurs concerne donc l’analyse des souris 

sauvages et invalidées pour Tgr5 traitées de manière chronique au busulfan afin de confirmer 

ou non le fait que l’absence de Tgr5 permet un redémarrage précoce de la spermatogenèse et 

donc de la fertilité par rapport aux individus sauvages dans un contexte plus proche de ce qui 

est réalisé en clinique.  

 L’efficacité des traitements de chimiothérapie est dépendante de la biodisponibilité de 

celles-ci, notamment de leur élimination et des mécanismes de détoxication mis en jeu. 

L’invalidation de Tgr5 permet de minimiser les effets à long terme du busulfan sur la fertilité. 

De ce fait, la question du rôle de TGR5 sur la biodisponibilité du busulfan, notamment dans la 

détoxication, se pose. En effet, il serait intéressant de réaliser un dosage sanguin et testiculaire 

du busulfan chez les individus sauvages et invalidés pour Tgr5 afin d’analyser le temps 

nécessaire à l’élimination du busulfan chez les individus invalidés pour Tgr5. Cependant, les 

résultats obtenus dans notre étude montrent que l’impact initial du busulfan sur la perte des 

cellules germinales (des spermatogonies aux spermatides) est le même dans les deux groupes 

d’individus (Wt et Tgr5-/-) et que les premières différences ne sont observées que dans le 

redémarrage de la spermatogenèse deux semaines après traitement au busulfan. La demi-vie du 
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busulfan étant d’environ 3h (Almog et al., 2011), il semble peu probable que TGR5 soit 

impliqué dans la détoxication du busulfan.  

Le rôle de TGR5 a été évalué en réponse au busulfan car il s’agit d’une molécule 

communément utilisée dans l’étude de la spermatogenèse, ce qui représente donc un modèle 

d’étude classique de celle-ci. Nos résultats ont mis en évidence que l’invalidation de Tgr5 chez 

la souris permet de minimiser les effets du busulfan sur la spermatogenèse, ce qui soulève la 

question de l’impact de TGR5 en réponse à d’autres chimiothérapies.  

Il existe différents types de chimiothérapie : les agents alkylants (cisplatine, busulfan), 

les antimétabolites (5-fluorouracile), les alcaloïdes végétaux, les inhibiteurs de la 

topoisomérase (etoposide), les antibiotiques antitumoraux (bléomycine), les inhibiteurs de 

facteurs de croissance ou encore l’hormonothérapie. Dans un premier temps il serait intéressant 

d’étudier le rôle de TGR5 après un traitement au cisplatine qui est, comme le busulfan, un agent 

alkylant mais qui est retrouvé dans la classe des sels de platine. Le cisplatine est connu pour 

avoir un impact délétère majeur sur le testicule et la fertilité, il est également utilisé de manière 

très large dans le traitement de nombreux cancers. Son impact concerne donc un nombre de 

patients important. Dans un second temps, l’analyse du rôle de TGR5 en réponse à un 

antimétabolite tel que le 5-fluorouracile permettrait de comprendre si le rôle protecteur de 

TGR5 peut être retrouvé en réponse à d’autres molécules qui présentent des caractéristiques 

plus éloignées des agents alkylants. Il est cependant important de noter que les chimiothérapies 

de type anti-métabolites conduisent uniquement à des diminutions temporaires du nombre de 

spermatozoïdes, les agents alkylants étant les molécules ayant l’impact le plus important sur la 

spermatogenèse et la fertilité (Vakalopoulos et al., 2015). Dans un dernier temps, le rôle de 

TGR5 en réponse à des cocktails de chimiothérapies pourrait être étudié. En effet, fréquemment, 

plusieurs chimiothérapies sont utilisées en combinaison afin d’améliorer l’efficacité de celles-

ci en ciblant plusieurs mécanismes à la fois. Il serait notamment intéressant d’étudier l’impact 

de TGR5 en réponse à un traitement au BEP (bléomycine, étoposide et cisplatine) qui représente 

le traitement standard des cancers germino-testiculaires (Williams et al., 1987).  

Les résultats obtenus avec un régime supplémenté en acide cholique, concomitant au 

traitement au busulfan, suggèrent que dans le cadre de traitements du cancer germino-

testiculaire la présence d’un fort taux d’acides biliaires pourrait augmenter l’efficacité du 

traitement en entraînant une mort plus importante des cellules et qui perdure dans le temps. Il 

serait intéressant de réaliser une analyse de souris traitées au BEP et avec un agoniste de TGR5 
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de manière vectorisée pour cibler les cellules tumorales. La vectorisation d’un agoniste de 

TGR5 consiste à associer la molécule agoniste avec un vecteur qui sera capable de reconnaître 

le tissu ou les cellules d’intérêt afin de cibler ce type cellulaire pour délivrer l’agoniste. Cela 

permettrait de comprendre si l’activation de TGR5 peut améliorer l’efficacité des traitements 

anti-cancéreux, notamment dans le cadre de tumeurs résistantes aux chimiothérapies. 

Le busulfan est principalement utilisé avant une transplantation de moelle osseuse, dans 

le cadre de leucémies ou de lymphomes. Ces cancers étant ceux les plus fréquents chez les 

enfants, le busulfan est donc couramment utilisé chez des garçons avant leur puberté, lorsque 

la préservation de spermatozoïdes n’est pas envisageable puisqu’ils ne présentent que des 

spermatogonies et aucune cellule méiotique ni post-méiotique. Étant donné les avancées 

majeures dans les traitements anti-cancéreux depuis plusieurs années, la survie des enfants 

atteints de cancer est en forte augmentation (Steliarova-Foucher et al.). Il est donc important 

d’améliorer les traitements afin de minimiser leurs effets secondaires sur la qualité de vie. 

 Il a été démontré que 69 % des patients traités avec une chimiothérapie (qu’il s’agisse 

de busulfan ou d’autres chimiothérapies telles que le melphalan) avant une transplantation 

hématopoïétique de cellules souches ont un risque accru d’azoospermie persistante (Borgmann-

Staudt et al., 2012). De plus, un traitement au busulfan chez des individus prépubères conduit 

selon la dose à un retard de la puberté chez environ 10 % des patients (Weinhard et al., 2020), 

à une diminution de la fertilité sur le long terme voire à une stérilité à long terme. Dans le cas 

d’un traitement au busulfan chez le jeune, il serait pertinent de comprendre si le rôle de TGR5 

est conservé. Cela placerait TGR5 comme une cible afin de préserver la fertilité des patients 

traités avec une chimiothérapie avant la puberté dont la préservation de la fertilité n’est 

actuellement pas possible.  
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Article 2 

TGR5 is a potential actor of tumoral process in testicular germ cell cancers. En preparation. 

Laura Thirouard, Hélène Holota, Mélusine Monrose, Manon Garcia, Emanuelle Martinot, 

Angélique De Haze, Jean-Paul Saru, Françoise Caira, Claude Beaudoin, David H Volle. 

A. Introduction 

Le cancer germino-testiculaire est un cancer rare, touchant environ 1 % des hommes. Il 

s’agit cependant du cancer le plus commun chez l’adolescent et l’homme jeune (Adami et al., 

1994) et son incidence est en augmentation depuis de nombreuses années. Les tumeurs 

germino-testiculaires (TGTs) ont une origine commune : les néoplasies germinales in situ 

(GCNIS), qui proviennent des PGCs ou des gonocytes qui se transformeraient en néoplasie au 

cours du développement embryonnaire. Les GCNIS sont composés de cellules proches des 

PGCs et des gonocytes qui partagent l’expression de nombreux marqueurs de pluripotence, tels 

que OCT3/4 ou NANOG (Kristensen et al., 2008). Les résultats obtenus précédemment 

(Thirouard et al., Article 1) suggèrent un rôle majeur de TGR5 dans l’homéostasie des cellules 

germinales indifférenciées. Par conséquent, les travaux réalisés dans cette étude visent à 

comprendre les rôles de TGR5 dans le cancer germino-testiculaire, dans l’étiologie mais 

également dans la chimiorésistance. Chez l’homme, 10 à 15 % des patients atteints de TGTs 

présentent une chimiorésistance dont les mécanismes sont peu connus, il est donc primordial 

de mieux appréhender les mécanismes mis en jeu.  

Dans la lignée de spermatogonies murines GC1-spg, le knock-down ou l’invalidation de 

Tgr5 entraîne une augmentation de l’accumulation des transcrits de Gfra1, Nanog et Fgfr2, 

démontrant que TGR5 régule l’expression de gènes de cellules indifférenciées et qu’il existe 

une corrélation inverse entre l’expression de Tgr5 et celle de ces gènes. Une étude à partir de 

données disponibles via The Cancer Genome Atlas (TCGA) a été réalisée, où 137 échantillons 

de TGTs, caractérisés de manière précise d’un point de vue moléculaire, sont retrouvés (Shen 

et al., 2018). Les analyses de ces données montrent dans les séminomes comme dans les non-

séminomes une corrélation inverse entre l’expression de TGR5 et celle de NANOG, ainsi 

qu’entre TGR5 et OCT3/4 uniquement dans les échantillons de type non-séminome. De plus, 

une corrélation positive est observée entre l’expression de TGR5 et celle de GFRA1 et GLIS2. 

L’ensemble de ces gènes (NANOG, OCT3/4, GFRA1 et GLIS2) est associé à la pluripotence 

des cellules. La dérégulation de l’expression des gènes de pluripotence étant à l’origine des 
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TGTs, la question de l’implication de TGR5 dans ce processus s’est posée. L’analyse 

d’échantillons sains et tumoraux a permis de mettre en évidence que l’accumulation des 

transcrits de TGR5 est diminuée dans les échantillons de biopsie de cancer testiculaire par 

rapport à des tissus sains. De plus, les données issues de l’analyse des échantillons de la cohorte 

de TCGA montrent qu’au sein des TGTs l’expression de TGR5 est plus importante dans les 

échantillons de non-séminomes par rapport aux échantillons de séminomes.  

Par ailleurs, ces analyses in silico ont permis de mettre en évidence que l’expression de 

TGR5 est corrélée positivement avec la méthylation des ilots CpG dans l’ensemble des types 

de TGTs. De manière intéressante, une corrélation inverse est observée entre les transcriptomes 

associés à l’expression de TGR5 et de OCT3/4, ou de NANOG, ou de DNMT3B (DNA 

Methyltransferase 3 Beta) dans les échantillons de séminomes ainsi que de non-séminomes. De 

plus, il existe une corrélation positive entre les transcriptomes associés à TGR5 et à KDM6B 

(Histone Lysine Demethylase 6B) dans les échantillons de type non-séminome.  

L’ensemble des analyses réalisées in silico ne permettent pas de s’affranchir de biais dû 

à la cellularité ; de ce fait, des lignées cellulaires tumorales humaines de type non-séminome 

(NCCIT) invalidées pour TGR5 ont été générées et évaluées in vitro par rapport à la lignée 

cellulaire parentale afin de mieux comprendre le rôle de TGR5 dans les TGTs. Deux clones de 

NCCIT Tgr5KO ont été étudiés, les corrélations observées in silico sont cohérentes avec ce qui 

a été observé sur les deux clones pour NANOG et les corrélations associées à DNMT3B et 

OCT3/4 ont été observées sur un seul de ces clones. Il existe donc une différence selon les 

clones de NCCIT utilisés mais de manière générale, et parallèlement à ce qui a été observé dans 

les cellules murines GC1-spg, l’invalidation du gène codant pour TGR5 semble être associée à 

une augmentation de l’accumulation des transcrits de gènes retrouvés dans les cellules 

indifférenciées. A l’inverse de ce qui a été démontré in silico entre les transcriptomes de TGR5 

et KDM6B, une corrélation négative est observée entre l’expression de ces deux gènes dans les 

deux clones de NCCIT. De plus, in silico il a été observé une corrélation positive dans les 

échantillons de type non-séminomes entre TGR5 et GFRA1 et entre TGR5 et GLIS2, alors 

qu’une corrélation négative est observée entre TGR5 et ces gènes dans les cellules NCCIT. Il 

est important de noter qu’il existe une cellularité importante dans les échantillons in vivo utilisés 

dans les bases de données de TCGA pouvant expliquer les différences observées in silico par 

rapport aux analyses réalisées dans les cellules NCCIT. 



81 
 

Au-delà des analyses transcriptomiques réalisées in silico et des analyses par qPCR in 

vitro, nos résultats démontrent que l’invalidation de TGR5 entraîne une diminution de la 

prolifération des cellules NCCIT, suggérant que TGR5 pourrait jouer sur les caractéristiques 

clés tumorales des TGTs.  

Par ailleurs, notre première étude (Thirouard et al., Article 1) a permis de mettre en 

évidence une association importante entre les voies de signalisation TGR5 – GLIS2 – TP53 

dans les cellules germinales. Des analyses in silico, issues des échantillons de la cohorte de 

TCGA, ont permis de confirmer que l’association entre ces voies de signalisation est conservée 

dans les TGTs, mais également dans d’autres cancers, démontrant ainsi que ces acteurs sont 

associés dans les cancers de manière plus générale.  

Les résultats obtenus lors de notre première étude ont démontré que l’activation de TGR5 

par son agoniste permettait de chimiosensibiliser les cellules germinales saines au busulfan. 

Cette chimiosensibilisation est conservée dans des cellules tumorales humaines de type non-

séminome (NCCIT). 

L’ensemble de ce travail suggère que TGR5 pourrait être un acteur clé des TGTs et que 

sa modulation pourrait être associée à la chimiosensibilité ou la chimiorésistance des TGTs. 
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Abstract. 
 

Testicular cancer is a rare solid tumor that accounts for 1% of cancers in men. Testicular 

germ cell tumors (TGCT) are the most frequently diagnosed cancer in young men (15-39 

years) and their incidence has been steadily increasing over the past 30 years in most 

industrialized countries. The initial lesion, intratubular germ cell neoplasm in situ (GCNIS), 

originates from impairments of gonocyte homeostasis as a result of alterations in the 

processes of proliferation, cell survival and/or differentiation. These GCNIS express 

pluripotency genes such as OCT3/4 and NANOG. Over the years, early fetal origin of the 

disease has been suggested. However, the etiology of TGCT remains elusive. Recently, the 

bile acid receptor TGR5 has been defined to control germ cell line homeostasis. In addition, 

TGR5 also controls the chemosensitivity of mouse germ cells. Therefore, we hypothesized 

that in human, TGR5 may be involved in the initiation, development or resistance to 

treatment of testicular germ cell cancer. In silico analyses of the public TCGA dataset from 

cohorts of TGCT patients support the link between the TGR5 signaling pathway and 

pluripotency gene networks such as NANOG and OCT3/4 as well as genes involved in 

epigenetic processing including KDM6B and DNMT3B. Some of these data have been 

validated using the human NCCIT cell line derived from non-seminomatous tumors. We also 

highlight connections between TGR5-GLIS2 and TP53 with potential impacts on 

chemosensitivity. Further studies will be necessary to confront these data with human 

biological samples and validate the relevance of our approach for transfer to clinical 

applications for patient management. 
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Introduction 

Testicular cancer is a rare solid tumor that accounts for 1% of all cancers in men. In 95% 

of cases, testicular cancers originate from germinal cells; the remaining 5% are derived from 

somatic cells1. Testicular germ cell tumors (TGCTs) make up 0.5% of pediatric malignancies, 

14% of adolescent malignancies, and are the most common malignancies in young adult 

men2. 60% of TGCT correspond to seminomatous germ cell tumors (SGCT) and 40% to non-

seminomatous germ cell tumors (NSGCT)3. If the composition of the SGCT is homogenous 

at the macroscopic level, that of the NSGCT is much more heterogeneous becoming closer 

to the undifferentiated embryonic tissues (embryonal carcinomas) or differentiated ones with 

the formation of specialized tissues derived from the early embryo (teratomas) or 

extraembryonic tissues such as yolk sac (yolk sac tumors) or placenta (choriocarcinomas). 

Several serum markers are used for the diagnosis and classification of TGCT such as the 

alpha feto-protein, the chorionic gonadotropin and lactate dehydrogenase4. 

The incidence of TGCT has been increasing throughout Europe over the last 30 years 

including France, where the annual incident rate has doubled from 3.4/100 000 in 1980 to 

7/100 000 in 20085. Wide discrepancies in incidence exist between European countries6. Of 

the major influences described, ethnicity and familial history of TGCT are known to be 

associated with increased TGCT risk. It is estimated that 40% of TGCT are of genetic 

origin7,8. In addition, several polymorphisms have been identified as risk factors. KIT, TP53, 

KRAS/NRAS and BRAF are among the most often mutated genes in TGCT. Due to the 

increase of incidence over the last decades and the discrepancy between countries, 

exogenous chemicals with endocrine disrupting properties have also been suggested to 

influence the development of TGCT9,10.  

Most of these TGCT are thought to derive from intratubular germ cell neoplasia in situ 

(GCNIS)11. GCNIS consist of cells similar to fetal gonocytes, from a morphological point of 

view as well as gene expression. Indeed, they express factors of pluripotent cells such as 

OCT3/4 (POU5F1) or NANOG12; which have been demonstrated to sustain embryonic stem 

cell self-renewal. In that line, it has been suggested that OCT-3/4 must be involved in the 

genesis of TGCT, influencing the ES cells' oncogenic/malignant potential13.  

The generally accepted etiology for germ cell cancer suggests that disruption of the 

natural formation of spermatogonial stem cells and/or their niche is the cause of GCNIS14. 

This is sustained by the fact that, as fetal germ cells, GCNIS and seminoma (none 

differentiated TGCT) exhibit low levels of DNA methylation and permissive chromatin 

structure associated with high transcriptional and proliferative activity. In addition, the 

disturbances in the microenvironment provided by the Sertoli and Leydig cells may play a 

role as spermatogenesis strictly depends on signals provided by the local environment within 

the spermatogonial stem cell niche15, 16,17. 
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The above data highlight that modulations of the processes controlling cell fate are key 

events for the development of tumors18,19. Thus, the analysis of factors involved in the control 

of germ cell differentiation is of major importance to better decipher the mechanisms of 

TGCT biology, from etiology to treatment resistance. Recently, the G-protein-coupled bile 

acid receptor, TGR5 (GPBAR-1) was demonstrated to be expressed in germ cell lineage20 

and particularly in undifferentiated spermatogonia (Thirouard 1st paper of the thesis 

manuscript). Consistently, analyses of published single-cell data showed that TGR5 was 

observed in mouse and human spermatogonia (Supplemental data in 21,22). In these studies, 

TGR5 expression appeared to be significantly modulated in pseudotime analyses, defining 

TGR5 to belong to a group of genes of undifferentiated germ cells (Supplemental data in 21). 

TGR5 was also found in early genes along the trajectory of spermatogonia representing a 

pattern consistent with SSC specification (Supplemental data in 22). These data suggest that 

within undifferentiated germ cells (PCG to spermatogonia), TGR5 might be involved in 

transition phase from one step to another controlling proliferation and/or differentiation 

processes. Due to this particular expression pattern, we decided to analyze whether 

modulation of TGR5 expression and/or activity could be correlated with TGCT. 

 To define the potential effects of TGR5 signaling pathways on germ cell tumors, we 

used a combination of in vitro and pharmological approaches with bioinformatics analyses. 

We demonstrate that TGR5 regulates the expression of genes of undifferentiated 

spermatogonia in mouse. Moreover, our data show that TGR5 mRNA accumulation is 

decreased in human tumoral testicular germ cell biopsies compared to normal tissues. We 

showed an inverse correlation between TGR5’s expression and the ones of pluripotency 

genes that reinforced the idea of the role of TGR5 in TGCT. Analysis of public database of 

testicular germ cell cancers showed that TGR5 is quite low expressed in both seminomas 

and non-seminomas compared to normal testicular tissue. In silico analyses confirmed that 

TGR5 expression is inversely correlated with gene networks associated with pluripotency 

genes such as OCT3/4 and NANOG. In addition, there was also an association between 

TGR5 associated gene network and those of actors involved in epigenetic processes such as 

DNMT3B and KDM6B. We also highlight connections between TGR5-GLIS2 and TP53 with 

potential impacts on xenobiotic metabolism. Most of these data were corroborated using a 

TGR5-deficient models generated using Crispr/CAS9 system on the human non-

seminomatous cell line NCCIT. All these data highlight that TGR5 is a promising target to 

focus on in human testicular germ cell cancers. 
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Results 
 

TGR5 mRNA accumulation is low in human TGCT biopsies  
Results of our previous paper suggest that in the context of the exposure to 

chemotherapy drug, namely busulfan, TGR5 signaling pathway controls the expression of 

genes involved in germ cell self-renewal such as Gfra1 and Fgfr2 (Thirouard et al. submitted  

& Figure 1A). Here using siRNA based approach, we demonstrated that knowck-down of 

Tgr5 led to an increase of the mRNA accumulation of Gfra1, Fgfr2, Glis2 as well as Nanog 

and Id4 (Figure 1A). 

The above data suggest a putative negative correlation between TGR5 expression 

and those of genes expressed in undifferentiated spermatogonia. Deregulation of 

pluripotency genes is a well-characterized feature of testicular germ cell tumors (TGCT) as 

highlighted by the increase of NANOG and OCT3/4 compared to control tissues (Figure 1B). 
The validity of the samples was confirmed by the increased mRNA accumulations of CCND2 

and KIT in tumor samples compared to control ones (Figure 1B). We wondered whether 

TGR5 mRNA accumulation could be affected in TGCT. Analysis of testicular gem cell 

cancers biopsies showed that there was a decrease of TGR5 mRNA accumulation in TGCT 

compared to normal tissues (Figure 1B). Data also showed an inverse correlation gradient 

between TGR5 and NANOG and OCT3/4 between normal tissue and TGCT, but also within 

TGCT subtypes. Indeed, the expression levels of NANOG and OCT3/4 was decreased with 

differentiation in the TGCT (compare Seminoma and teratoma) whereas TGR5 as an 

opposite pattern (Figure 1B). Moreover, these results were confirmed by comparing the 

different types of TGCT through the analyses of public available data of The Cancer Genome 

Atlas Program (TCGA) of TGCT using either GEPIA2 or Cbioportal softwares. Indeed, a 

lower expression of TGR5 was observed in seminoma compared to non-seminoma samples 

(Figure 1C). 

Regarding the overall TGCT samples, results showed that no significant enrichment 

of TGR5 mutation rate was observed among TGCT samples. No correlation between TGR5 

and familial history of cancers (Figure 2A) or fraction of genome alterations (Figure 2A) was 

defined. In addition, TGR5 mRNA accumulation was not associated with leucocytes 

infiltration (Figure 2A). Using the combined Cbioportal and GEPIA2 analyses, when all 

samples (seminomas and non-seminomas) were analyzed, no clear correlation was 

observed between TGR5 mRNA expression levels and the mRNA expression levels of CBL, 

KITL, NRAS and KRAS, key genes involved in TGCT (Figure 2B). In contrast, a correlation 

was noticed between CpG DNA methylation levels and TGR5 mRNA expression (Figure 
2C). This correlation between TGR5 expression and DNA methylation was observed in both 

seminoma and non-seminoma (Figure 2C). 
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TGR5 gene network is associated with extracellular matrix in human TGCT biopsies 
Then we moved forward to analyze genes that were correlated with the expression of 

TGR5 within seminoma and/or non-seminoma. For that kind of analysis, we arbitrarily used 

the median value of TGR5 to define samples with low and high expression as proposed by 

GEPIA2 software for some analyses (Figure 3A). Data showed that 1569 genes were 

correlated with the mRNA accumulation of TGR5 (Fold >2 and p<0.05) (Table S1). 

The analysis using GeneOntolgy for the genes correlated with TGR5 in all TGCT 

(seminoma and non-seminoma) revealed the enrichment in genes associated with interesting 

points such as extracellular matrix, retinol metabolism, xenobiotic metabolism well as bile 

secretion (Figure 3B & 3C). Interestingly, the analysis of the list of genes associated with 

TGR5 showed interactions with genes related to estrogen receptor 2, growth factor (EGF), 

TP53 signaling pathways (Figure 3D) that must be interesting target to understand the role 

of TGR5 in the biology of TGCT. 

We next decided to move forward through the analysis, within the TCGA data, of 

mRNA accumulations of specific genes and their comparison with the one of TGR5.  

 

TGR5 gene network crosstalks with OCT3/4 and NANOG gene networks in human 
TGCT biopsies 

Validation of TGCT samples using qPCR showed inverse expression pattern between 

pluripotency genes NANOG and OCT3/4 and TGR5 (Figure 1B). We decided to analyze 

public available data set of TGCT from TCGA cohort with a focus on the link between TGR5, 

OCT3/4 and NANOG. Consistent with the data obtained from the samples analyzed by 

qPCR, the TCGA database confirmed that TGR5 mRNA accumulation showed an opposite 

accumulation pattern compared to pluripotency genes such as OCT3/4 and NANOG both in 

seminoma and non-seminoma TGCT (Table 1) (note that data were consistent using either 

GEPIA2 or Cbioportal). This sustains the idea of an inverse correlation between TGR5 and 

pluripotency. 

To go further, we have defined the genes associated with the mRNA accumulation of 

OCT3/4 or NANOG and then compared them with those associated with TGR5. Inverse 

correlation between genes associated with TGR5 and OCT3/4 or NANOG was observed 

(Figure 4A). Interestingly, the crosstalk between genes associated with TGR5, NANOG or 

OTC3/4 was observed in all TGCT sub-types, seminoma and non-seminoma. The maximum 

of overlap was observed for genes positively correlated with TGR5 and those that were 

negatively correlated to OCT3/4 and NANOG (Figure 4A). 

The GeneOntology analysis of these common genes highlighted roles in DNA 

synthesis, maintenance of telomeres in links with genes associated with Cajal Bodies. These 
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later could be involved in RNA-related metabolic processes, histone mRNA processing and 

the maintenance of telomeres. These common genes showed an enrichment of proteins 

chaperonin domains. Analyses showed that the enriched pathways relied on actin folding but 

also on beta-oxidation of pristanoyl-CoA, which gives raise molecules of propionyl-CoA, 

acetyl-CoA and of isobutyryl-CoA. Even thus it is not completely clear this metabolic pathway 

has been potentially involved in metabolic change during oncogenesis. 

Some genes interacting with NANOG, OCT3/4 and TGR5 also interact with vir-like 

m6A methyltransferase-associated (VIRMA, also called KIAA1429). It is part of the m6A 

multicomponent methyltransferase complexes. The m6A RNA methylation has already been 

associated with tumoral process. This clearly opens a new link between TGR5 and tumoral 

process. 

Analysis of the list of these common genes using iCisTarget revealed as potential 

regulator of their expression the HNF family among which the HNF1B factor. It is interesting 

to note that HNF1B was one of the genes that were correlated with TGR5. It could thus be 

hypothesized that TGR5 through the regulation of HNF1B to modulate the gene networks 

associated with NANOG and OCT3/4. 

 

TGR5 is negatively correlated with DNMT3B in human TGCT biopsies 
As mentioned previously, TGR5 expression level was correlated with DNA 

methylation (Figure 2C). Correlation analysis showed no correlation between TGR5 and the 

expression of the members of the DNA methyltransferase family; even for DNMT3B (Table 
S1). 

However, as we have previously demonstrated that TGR5 controls the expression of 

Dnmt3b in mouse germ cell lineage23; and it has been demonstrated that patients with 

seminomas showing focal DNMT3B expression are at increased risk of relapse24; we thus 

decided to analyze a potential association between TGR5 and DNMT3B through the analysis 

of data set of TGCT from TCGA public available dataset. Regarding the overall genes 

correlated with DNMT3B in all TGCT, seminoma or non-seminoma, even if the respective 

repartitions varied from each subtypes, data showed and inverse correlation between the 

gene network associated with TGR5 and those associated with DNMT3B (Figure 4B). No 

crosstalk was observed in genes negatively correlated with TGR5 and those negatively 

correlated with DNMT3B (data not shown). It is interesting to note that the main overlaps 

were observed between genes positively correlated with TGR5 and those negatively 

correlated with DNMT3B as revealed in the specific study of seminoma (Figure 4B). Then 

GeneOntology analysis revealed that these common genes were identified to be mainly 

involved in reproductive processes, and at the cellular levels to extracellular regulation 

process. We went further analyzing potential transcriptional regulators using using the 
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ICisTarget software. Next to associations with alterations of histone modifications 

(H3K27me3 or histones acetylation), analyses gave quite a lot of putative transcriptional 

regulators of these common genes among which YWHAE, FOXO1, TBF1 and RAR�. It 

would be of interest to analyze the putative links between TGR5 and these transcription 

factors to decipher whether they could play a role in the tumor processes. 

 

TGR5 gene network is correlated with KDM6B in human TGCT biopsies 
The presence of KDM6B alterations are associated with lower survival rate in patients 

(p = 0.00907) 25. It has been demonstrated in ES cells and in different cancer types that 

KDM6B regulates the expression of genes such as OCT3/4 and NANOG26. As opposite 

expression patterns have been identified between OCT3/4, NANOG and TGR5 in TGCT, we 

wondered whether a link between KDM6B and TGR5 might exist in TGCT. We have 

analyzed the public available data set of TGCT from TCGA. Interestingly, when analyzing all 

non-seminoma, a positive correlation of transcriptomes associated between TGR5 and 

KDM6B was observed, which showed that a huge majority of the genes correlated with 

TGR5 overlapped with those associated with KDM6B (Figure 4C). This data clearly suggests 

that a crosstalk might exist between both signaling pathways. In contrast, even if very few 

genes were correlated with KDM6B in seminoma, the association of both associated 

transcriptomes (associated with TGR5 or KDM6B) was in an opposite manner. This data 

showed a quite more complex mechanism that must be different between TGCT subtypes.  

Focusing on non-seminoma, GeneOntology analysis revealed groups involved in 

development, hormone homeostasis and cell fate. Common genes between TGR5 and 

KDM6B referred to enriched proteins with cadherin and homeobox domains. The enriched 

pathways dealt with extracellular matrix, retinol, metabolism and bile secretion. 

ICisTarget analyses revealed potential regulation by H3K27me3 as expected by the 

fact that KDM6B is the H3K27me3 demethylase. Moreover, it revealed that a potential 

transcriptional regulator of their expression could be the HNF1 family such as HNF1A and 

HNF1B. This overlap with the results found with TGR5, what was not surprising as 95% of 

the KDM6B correlated genes matched with those of TGR5. 

 

 

TGR5, GLIS2 and TP53 pathways are associated in human testicular germ cell 
cancers.  

To determine whether the effect of the TGR5 signaling pathway and its interference 

with chemotherapies as Bu in GC1spg cells (Thirouard et al. first article of this thesis) could 

be observed in human cells, experiments were performed in the NCCIT human non-

seminoma tumor germ cell line. As with the GC1spg cell line, NCCIT cells were pretreated 24 
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hours with INT-777 and then with Bu for 24 hours. No impact of Bu or INT-777 alone was 

observed on NCCIT (Figure 5A). Results showed that the cell numbers were lower when 

cells were exposed to INT-777 and Bu (Figure 5A). These data suggest that TGR5 signaling 

pathway also modified chemosensitivity in human tumor cell line. 

In the first paper from Thirouard et al. (this thesis manuscript), we have identified in 

mice that TGR5, GLIS2 and TP53 are three interconnected factors involved in germ cell 

resistance or sensitivity to chemotherapy exposures. To determine whether TGR5-GLIS2-

TP53 axis could exist in human testicular germ cell cancer (TGCT), we analyzed the 

published and publicly available RNAseq database of the TCGA cohort using cBioportal 

website. We chose the median level of their respective expression to define samples with low 

or high expression. Analyses were performed in TGCTs. We defined the lists of genes that 

were associated with TGR5 (Table S2A), GLIS2 (Table S2B) or TP53 (Table S2C). 

Significant overlap was observed between the genes associated with TGR5 and GLIS2 or 

TGR5 and TP53. 88% of the genes associated with GLIS2 were common with those of 

TGR5, and 76% of the genes associated with TP53 were common with those of TGR5 

(Figure 5B & 5C). A total of 262 genes were correlated with the 3 markers representing 

16%, 26% and 72% of the genes associated with TGR5, GLIS2 or TP53 respectively (Figure 
5B). The crosstalk between these pathways were highlighted by the schematic 

representation of the percentage of the overlaps between TGR5 associated genes and those 

of GLIS2 and/or TP53 (Figure 5C), and the percentage of the overlaps between GLIS2 

associated genes with those of TGR5 and/or TP53 (Figure 5D), or the percentage of the 

overlaps between TP53 associated genes and those of TGR5 and/or GLIS2 (Figure 5E). 
Using Human-mine online software, analyses of gene list of genes associated with 

TGR5 by the KEGG pathways showed that the enriched pathways referred to cytochrome 

P450 metabolism of xenobiotics (p=0.0015) and drug metabolism (p=0.001) (Figure 5F). 

Interestingly, the analysis of the TGR5 list per se revealed interaction with TP53 signaling 

pathway (Figure 3D). These data clearly support the potential implication of this cascade on 

chemo-resistance/susceptibility. Then, analysis of the enrichment of the gene list of genes 

associated with TGR5-GLIS2 and TP53 by the KEGG pathway showed enriched pathways 

with xenobiotic and drug metabolism (Figure 5F). 

To define whether this TGR5-GLIS2-TP53 axis could be extended to other tissues, 

using RNAseq database of the TCGA cohort, primary tumor analysis showed that all three 

targets (TGR5, GLIS2 and TP53) were expressed and enriched in many tumors, including 

esophagus, pancreas and colon (Figures 6A, B, C). In esophageal cancers, the TGR5-

GLIS2-TP53 cascade appears to be very well conserved. 38% of the GLIS2 genes and 90% 

of the TP53 genes were correlated with those of TGR5 (Figure 6A). In pancreatic cancers, 

25% of the GLIS2 genes and 20% of the TP53 associated genes were correlated with those 
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of TGR5 (Figure 6B). In contrast, analysis of colon cancer samples revealed a strong 

interference between TGR5 and GLIS2, as 37% of the genes were overlapping; in contrast, 

only 5% of the genes correlated with TP53 correlated with those of TGR5 (Figure 6C). 

Combined, these data supported the observation of a strong association of the TGR5 and 

GLIS2 pathways in tumor tissues. It also appears that these pathways are frequently 

associated with TP53 modulation. 

 

TGR5 expression alters proliferation process in human non-seminoma tumor NCCIT 
cell line. 

All the previous analyses on TCGA database could mainly reflect some cellularity. To 

decipher whether the observed association between TGR5, NANOG, OCT3/4, KDM6B and 

DNMT3B could be due to transcriptional regulations, we have generated Crispr/CAS9 

knockout clones of TGR5 using the human non-seminoma cell line NCCIT. Here we show 

data from 2 different NCCITTGR5-KO clones (P2D7 and P1G6) (Supplemental Fig.1) 

The obtained clones were validated by qPCR for TGR5 mRNA accumulation (data 
not shown). We also confirmed that correlations observed on TCGA samples analyses were 

confirmed by expression patterns of GFRA1, NANOG and DNMT3B in the P1G6 clone 

whereas validation of correlation was observed for GFRA1, NANOG, OCT3/4 and ID4 in the 

P2D7 clone (Figure 7). These data highlighted some differences between the clones but 

defined in the overall that, as in the GC1spg cells, the TGR5 KO was associated with a 

higher mRNA accumulation of undifferentiated genes in the human NCCIT cell line (Figure 
7). It is interesting to note that gene expressions between WT and KO cell lines could be 

modulated in the presence or absence of serum in the culture medium suggesting potential 

crosstalk between TGR5 and signaling pathway of growth factors. 

We observed in both clones a negative association between the expression of TGR5 

and KDM6B in NCCIT cells (Figure 7). Indeed the expression of KDM6B was increased in 

NCCITTGR5-KO cells compared to parental ones (Figure 7). This result was quite intriguing as 

a positive correlation between transcriptomes was observed between TGR5 and KDM6B in 

the TCGA cohort of TGCT non-seminoma samples. However, a negative correlation of TGR5 

and KDM6B gene networks was observed in seminoma samples. Thus it could be 

hypothesized that NCCITTGR5-KO cells could have derived from non-seminoma to seminoma 

pattern. 

Even if it will need a deep study, these preliminary data suggest that we do have a 

good model to analyze the role of TGR5 at least in non-seminoma tumors. To first define the 

role of TGR5 on TGCT we analyzed the characteristic of our cell lines. Unexpectedly, if 

NCCITTGR5-KO expressed higher levels of NANOG, these cells showed a lower proliferation 

rate than parental NCCIT cell line. Indeed, 48 hours after plating, there was around half-cell 
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number of KO cells compared to parental cell line as validated by cell count and experiments 

using BrdU incorporation (Figure 8A & 8B). This effect was observed in both complete or 

serum depleted medium. So far, this result remains quite intriguing; but it is quite interesting, 

as seminoma samples tend to grow slower than non-seminomas. Based these data, it could 

reinforced our hypothesis that cells moved from non-seminoma to seminoma. 

 

TGR5 signaling pathway is efficient in NCITT cell line. 
 In order to define the potential impact of the inhibition of TGR5 signaling pathway 

using another approach that genetic invalidation, we decided to use a TGR5 antagonist, 

namely SBI-115 27. Data showed that 3 hours exposure to SBI-115, either at 3 or 6μM, led to 

an increase of GLIS2, DNMT3B, ID4, KDM6B and OCT3/4 in parental NCCIT and not in 

NCCITTGR5KO (Figure 9). Note that these effects of SBI-115 were not observed under 

conditions where a 12-hour serum pre-weaning was not performed. Once again these data 

suggest a crosstalk between TGR5 and growth factors signaling pathways. 

To better decipher the role of TGR5 in NCCIT, we used the specific synthetic agonist 

INT-777. Treatment of NCCIT cell line led to a very slight but significant increase of the 

Phospho-CREB/CREB following 30 minute or 1 hour exposure with INT-777 either in serum 

free on complete medium (Figure 10). However, we were not able to show significant 

modulation of gene expression. We have to work on dose and time experiments; or even try 

other TGR5 agonist such as the RO agonist 28. But the difficulty to visualize the effect of 

TGR5 activation could be due to the fact that the level of Phospho-CREB was very high in 

basal level in NCCIT. It could be of interest to decrease the level of P-CREB (using drugs or 

siRNA) in order to visualize gene expression modulation following the treatment with INT-

777.  

 

Discussion. 
In the last decades, the overall incidence of TGCT has increased. Although incidence 

rates have stabilized in the highest-risk European countries, large increases have been 

observed in the lowest-risk countries. The number of patients with testicular cancer is 

expected to increase in 20 of 28 countries by 2035, compared with 201029. In conclusion, the 

incidence burden of testicular cancer in Europe will continue to increase. This reinforces the 

need for further definition of an effective treatment. 

Most of the testicular cancers originate from germ cells with an initiation of the tumoral 

process during the embryonic development. The knowledge of germ cell homeostasis during 

embryonic period is thus critical. Here, using different approaches, we demonstrate that the 

expression of TGR5 seems to be inversely correlated with critical genes of undifferentiated 

germ cells such as GFRA1 and ID4 and of pluripotent genes such as OCT3/4 or NANOG. It 
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could be hypothesized that TGR5 could thus participate to the biology of testicular germ cell 

cancers. 

To better define the role of TGR5 in the homeostasis of germ cells at the origin of 

testicular germ cell cancer, in line with the embryonic origin of TGCT, we would like to 

analyze expression patterns of tumor genes such as KIT, KRAS, NANOG, OCT3/4 as well as 

TGR5 in primordial germ cells, in gonocytes as well as in early undifferentiated 

spermatogonia. For that purpose, we will study the expression of these genes in FACS cell 

sorted germ cell from Oct4-GFP and Oct4-GFP-Tgr5-/- male mice (available in the lab) at 

different time points during embryonic and neonatal development. We will also analyze the 

expression pattern of TGR5 within human testis and particularly on human fetal testis 

(Collaboration IRSET). We will make some co-staining of TGR5 and OCT3/4 or SSEA1 to 

define if TGR5 is expressed in precursor germ cells as suggested in single cell studies21,22. 

All these data will allow us to define the correlations between TGR5 expression and the 

targeted markers in order to determine if TGR5 is a good candidate to target in the tumor 

process. In addition we will have to pursue our effort in order to decipher whether the lack of 

TGR5 impacts the classic characteristics for tumor cells. Proliferation and survival rates will 

be analyzed using immunohistochemistry experiments (BrdU, TUNEL) or by flow cytometry. 

We have already defined that the lack of TGR5 leads to lower cell count associated with a 

lower proliferation index. We will next use the most widely accepted cell migration technique, 

which is the Boyden Chamber test. In addition, cell migration will also be analyzed using 

scratch tests. In addition, we will use a soft agar colony formation assay to characterize the 

ability of transformed cells to grow independently of a solid surface, a characteristic of 

carcinogenesis. We will also analyze the ability of tumor cells to produce extracellular matrix 

(ECM) proteins. Indeed, they are produced and secreted in the surrounding cellular 

environment, regulating cell adhesion, differentiation, proliferation, migration, invasion and 

survival. The present data using bioinformatics analysis showed that TGR5 expression 

seemed to be correlated with genes involved in extracellular matrix. To decipher whether the 

lack of TGR5 could be involved in the tumoral process, we will perform xenografts of NCCIT 

cells on Nude mice.  In addition, we have generated a double mutant showing the deletion of 

the tumor suppressor Pten and the deletion Tgr5. This will be an interesting tool to define the 

involvement of TGR5 in initiation, development or chemoresistance to treatment of testicular 

germ cell tumors. 

DNA methylation is the most studied epigenetic regulatory mechanism. It occurs 

mainly in the CpG islands, which are often found nearby or in the promoter regions of genes, 

and is maintained by DNA methyltransferases. Methylation suppresses transcription of 

genes. Epigenetic changes participate in the normal development of the germ line. 

Interestingly, several studies have associated epigenetic regulations in the development of 
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germ cell tumors30. GCNIS (initial stage of TGCT) as well as seminomas have low levels of 

DNA methylation associated with high transcriptional activity. More differentiated TGCTs 

(yolk sac tumors, choriocarcionomas and teratomas) show higher degrees of methylation. In 

these cells, the change in methylation status may be associated with the DNMT3B gene, 

which encodes for DNA methyltransferase 3 beta. DNMT3B has been shown to be 

upregulated in embryonic carcinoma compared to seminoma. However, DNA 

methyltransferase 3B expression is associated with poor outcome of stage I testicular 

seminoma24. 

It has been demonstrated in human testicular cancers that DNMT3B control the 

expression of OCT3/4 and NANOG31. It is thus interesting to highlight that our results show a 

crosstalk between TGR5 and DNMT3B on one hand and on the other hand between TGR5 

and NANOG/OCT3/4. In that line, as showed by our analysis, a high proportion of 

NANOG/OCT3/4 correlated genes overlapped with those associated with DNMT3B (data not 
shown). These data support the idea that TGR5 signaling pathways could be involved in the 

modulation of DNMT3B signaling pathway that could in turn impacts OCT3/4 and NANOG 

gene networks. It would thus be of interest to test by chromatin-Immunoprecipitation if there 

is modification of methylation levels or profiles on the promoters of NANOG and OCT3/4 and 

those of their target genes following the modulation of TGR5 either via the use of agonist 

(INT-777), antagonist (SBI-115) or gene invalidation (Crispr-CAS9). 

In addition, methylation levels have been shown to be associated with tumor drug 

resistance. Undifferentiated tumors, often hypomethylated32, are much more sensitive to 

chemotherapy than well-differentiated tumors, while chemoresistant seminoma often exhibit 

a high degree of methylation32. Thus, demethylation of a seminoma cell line has led to 

increased chemosensitivity. In parallel, non-coding RNAs have also been identified in this 

phenomenon of chemo-resistance. Studies have shown that the miR-371-373 cluster could 

be an avenue of interest in understanding cases of resistance to treatment with cisplatin 33,34. 

In addition, a study shows that the quantification of miR-371a-3p could help predict viable 

germ cell tumors in residual masses after chemotherapy. Interestingly, studies have shown 

the potential involvement of other microRNAs32. 

Thus, certain genomic and epigenetic signatures are useful for the molecular 

classification and the prognosis of chemoresistance of tumors. However, few data have 

identified treatments to sensitize chemoresistant TGCTs. The question of the 

chemosensitivity of TGCTs and the mechanisms involved in the development of resistance to 

treatment is therefore critical in order to continue to improve the effectiveness of treatments 

by identifying new therapeutic targets to improve the care of affected patients. 

The obtained results on testicular cancer samples are also of interest in the context of 

chemo-resistance/sensitivity. It has been demonstrated that primary TGCTs are uniformly 
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wild type for TP5335. It seems that primary TGCTs have high mitochondrial priming that 

facilitates chemotherapy-induced apoptosis35. Interestingly it has been proposed that 

DNMT3B could be associated with chemoresistance through the inhibition of the TP53 

signaling pathway36. In that line, we have previously demonstrated that TGR5 regulated 

TP53 pathways (Thirouard et al. Article-1). Thus, it could be speculated that TGR5 might 

control TP53 signaling pathway and germ cell chemosensitivity, through the regulation of 

DNMT3B expression.  

In addition, we have been able to demonstrate as in mouse germ cells, a crosstalk 

between the TGR5, GLIS2 and TP53 signaling pathways that could thus be associated with 

chemoresistance as the bioinformatics analysis define that associated genes are related to 

cytochrome P450 metabolism of xenobiotics and genes involved in drug metabolism. 

The link between TGR5 and TP53 could also involve KDM6B as this later has been 

demonstrated to control TP53 nuclear cellular localization and nuclear stabilization37. 

Interestingly, it has been demonstrated that loss of pluripotency markers (NANOG and 

POU5F1) is observed in in chemoresistant teratomas 35.Several data highlight that OCT3/4 

maintains the pluripotency of human embryonic stem cells by inactivating TP53. The links 

between TP53 and pluripotency is quite complex. In normal condition, some studies showed 

that TP53 was required for mouse ESC self-renewal. Other study showed that the half level 

expression of the deleted TP53 protein version, �40p53, caused a loss of pluripotency in 

ESCs and initiation of differentiation into somatic cells, while its increased dosage maintained 

pluripotency and inhibited differentiation38.  

In contrast, in the context of DNA damage in ESCs, phosphorylation of TP53 at serine 

315 leads to high expression of the TP53 protein and in turn to regulation of NANOG 

expression39. The activation of TP53 inhibits transcription factor NANOG, and thereby 

promote cell differentiation, which could inhibit tumorigenesis. Combined, all these data 

suggest that the links between TGR5, NANOG, OCT3/4, DNMT3B, KDM6B, GLIS2 and 

TP53 need to be more deeply analyzed to better define the biology of TGCT. 

In the present work, the analyses from the TCGA databases showed that TGR5 is more 

expressed in non-seminoma tumor samples, which represent the most differentiated TGTs. 

This result raises the question of the involvement of TGR5 in the differentiation status of 

TGCT. It is commonly described that seminomas and non-seminomas are two tumor types 

derived from a common origin: GCNIS. However, it has been described that non-seminomas 

could also originate from reprogramming of seminoma cells40,41. This reprogramming 

currently remains hypothetical and no associated mechanism has been described.  

Interestingly, beyond the possibility of differentiation of seminomas into non-seminomas 

one study suggests that there may be a "switch" between seminomas and non-seminomas in 

both directions via cell reprogramming42. At present, there is no evidence for "trans-
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differentiation" from non-seminomas to seminomas. Our results suggest that TGR5 may be 

involved in such trans-differentiation. Indeed, our results showed that TGR5 invalidation in 

non-seminoma cells (more differentiated cells) is associated with an increase in the 

accumulation of stem cell genes but also that TGR5 invalidated cells have a lower 

proliferation capacity than parental NCCIT cells. These results are therefore consistent with 

the hypothesis that TGR5 is involved in trans-differentiation since seminomas are tumors 

with more stem cell characteristics associated with less proliferation than non-seminomas. It 

would now be of interest to decipher the existence of trans-differentiation and the 

involvement of TGR5 using differential analysis of wild-type NCCITs as well as different 

NCCIT clones invalidated for TGR5.  

Several polymorphisms of TGR5 have been identified and have been characterized 

regarding their impacts on TGR5 activity. It will thus be of interest to analyze on testicular 

cancer biopsies whether such polymorphism could be found and if it could be associated with 

etiology, development or chemo-sensitivity/resistance of TGCT. 

In conclusion, the data of this preliminary work support the idea that TGR5 could play an 

important role in the homeostasis of germ cells and that alteration of its expression and/or 

activity could lead to the deregulation of gene networks that could in turn be involved in 

TGCT process either initiation, development or chemo-resistance. Further studies are thus 

needed to validate this hypothesis and then propose TGR5 as a diagnosis/prognostic marker 

or a valuable target for TGCT treatment. 

 

Materials and Methods 
 

Cell line approaches. 
 

Transient Transfection of murine cell line. GC1-spg cells were transfected with 

small interfering RNA (siRNA) using interferin (Ozyme, Saint Quentin Yvelines, France) in 

six-well plates (50 000 cells per well). The siRNA directed against Tgr5, as well as control 

siRNA (siGfp), was transfected at 5 ng per well.  

 
Generation of Crispr/CAS9 Tgr5 deficient NCCIT cells (NCCITTGR5-KO). 

NCCIT Tgr5 knockout cells were generated as following. For the generation of the NCCIT 

Tgr5 knockout cells, using Crispr/CAS9 approach (see Supplemental Fig1). Guides were 

defined based on the mm9 version of the mouse genome and using the website 

http://crispor.tefor.net/. Two guides were used Then, the 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 
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from Feng Zhang (Addgene plasmid # 48139; http://n2t.net/addgene:48139 ; 

RRID:Addgene_48139)[30]. Guides were cloned on vectors at the BbsI restriction site.  

NCCIT cells were plated on 6-����	
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using GFP expression, GC1spg cells were sorted by FACS (BD FACSMelodyTM 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 are available upon request. 

 

Pharmocological approach. 
Parental NCCIT cells were used as previously described20 or generated in this study 

(NCCITTGR5-KO). Cells were plated at 100 000 cells per well. 24h hours after plating, cells 

were treated for 24 hours with vehicle (DMSO, 1/4,000), INT-777 (25 μM; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO) or SBI (3 to 6�M). Then, cells were harvested at different time points later, and 

messenger RNA (mRNA) or protein extractions were performed. 

 

Real-time RT-PCR 
RNA from mouse testis samples was isolated using Nucleospin RNA L (Macherey-Nagel, 

Hoerdt, France). cDNA was synthesized from total RNA with the MMLV reverse transcriptase 

and random hexamer primers (Promega, Charbonnières-les-Bains, France). The real-time 

PCR measurement of individual cDNA was performed using SYBR green dye (Master mix 

Plus for SYBR Assay, Eurogentec, Angers, France) to measure duplex DNA formation with 

the Eppendorf-Realplex system. For each experiment, standard curves were generated with 

pools of testis cDNA from animals with different genotypes and/or treatments. The results 

����	��������	�
���	�$�	����	���$`��	������
	
�������
	are available upon request. 
 
TCGA analysis. 
The transcriptomes (TGCT, ESCA, PAAD, COAD), available on the broad institut website 

(https://gdac.broadinstitute.org/), were compared using the R library DESeq2 (Differential 

gene expression analysis based on the negative binomial distribution), by separating the 

samples into two groups ("plus" and "minus") based on the median expression of the gene 

concerned. This library allows to generate the PCA, the MA plot, and an excel table with 

among others the log2fold change and the pvalue for each gene. After sorting, only genes 

with a log2foldchange >2 or/and <-2 and an adjusted pvalue <0.05 are kept. 

The clinical data of each patient43 were used to separate the samples into seminomas and 
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nonseminomas so that they could be analyzed separately. Parameters such as methylation 

or expression of certain genes were analyzed in relation to TGR5 expression. The calculation 

of the Pearson correlation coefficient allows measuring the linear interaction between these 

variables. 

 

BrdU incorporation. To define proliferation rate, we studied NCCITTGR5-KO compared to 
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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.  

Statistical Analyses 
Number and type of replicates (e.g., technical replicates, independent experiment, number of 

mice, and number of independent litters) are reported in the figure legends. Error bars 

represent SEM, and statistical tests are described in the Experimental Procedures or 

legends. 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. All numerical data are represented as mean ± SEM. Significant 

difference was set at P < 0.05. 
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Figure 1:  
A- Relative Tgr5, Nanog, Id4, Gfra1, Fgfr2 and Glis2 ����	����������`�	�`��������	�`	�-

actin on GC1spg cells transfected with siCtrl or siTgr5 and treated 24 hours with vehicle or 

with 200�M of Bu. n=10 from 3 independent experiments. Data are expressed as the means 

± SEM. Statistical analysis: *, p<0.05. veh.: vehicle and Bu: Busulfan. 

B- Relative OCT3/4, NANOG, KIT, CCDN2 and TGR5, in human testicular biopsies of testis 

from patients with excretory azoospermia, secretory azoospermia, seminam, embryonal 

carcinoma or teratorma. n=6. 

C- Analysis of TCGA data of the cohort of patients with TGCT for TGR5 count in seminoma 

or non-seminoma (left panel) or subtypes of TGCT (right panel). 
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Figure 2. - Analysis of TCGA data of the cohort of patients with TGCT.  

A- Association between TGR5 mRNA expression and family of history, the fraction of altered 

genome, of leukocytes infiltration.  

B- Association between TGR5 mRNA expression and the expression levels of CBL, KIT, 

NRAS or KRAS.  

C- Association between TGR5 mRNA expression and the levels of 5meC DNA methylation in 

all TGCT, seminoma or non-seminoma.. 
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Figure 3.  
A- Analysis of genes differentially expressed in TGCT and correlated with TGR5 mRNA 

levels.  

B- Gene ontology analysis of differentially expressed genes. C- KEGG Enriched pathways 

associated with TGR5. D- Interactions pathways associated with TGR5. 
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Table 1.  Analysis of correlation rates between the mRNA expression levels of TGR5 and 

those of OCT3/4, NANOG, KDM6B and DNMT3B in all TGCT, in seminoma and in non-

seminoma. 
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Figure 4. Analysis of correlation rates between the transcriptomes associated with TGR5 

and those correlated with OCT3/4, NANOG, KDM6B or DNMT3B in all TGCT, in seminoma 

and in non-seminoma. 
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Figure 5.  
A- Number of adherent NCCIT cells pre-exposed 24h with INT-���	���	�$��	�`	��	���^�	�`�	

24 hours. n=10 from 3 independent experiments. Data are expressed as the means ± SEM. 

Statistical analysis: **, p<0.01. veh.: vehicle and Bu: Busulfan. 
B- Table showing the percentage of common genes between TGR5, GLIS2 and TP53. 

C- Schematic representation of TGR5 associated genes as a relative percentage of TGR5; 

TGR5-GLIS2; TGR5-TP53 and TGR5-GLIS2-TP53.  

D- Schematic representation of GLIS2 associated genes as a relative percentage of GLIS2; 

GLIS2-TGR5; GLIS2-TP53 and GLIS2-TGR5- TP53.  

E Schematic representation of TP53 associated genes as a relative percentage of TP53; -

TP53-TGR5; TP53- GLIS2 and TP53-GLIS2-TGR5.  

F- KEGG pathway analysis on differentially expressed genes associated with TGR5 in all 

testicular germ cell cancers (TGCT). 
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Figure 6. 
A- Venn representation obtained with lists of specifically differentially expressed genes 

associated with TGR5 or GLIS2 or TP53 in esophagus cancers. 

B- Venn representation obtained with lists of specifically differentially expressed genes 

associated with TGR5 or GLIS2 or TP53 in pancreatic cancers. 

C- Venn representation obtained with lists of specifically differentially expressed genes 

associated with TGR5 or GLIS2 or TP53 in colon cancers. 
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Figure 7. 
Relative NANOG, OCT3/4, KDM6B, ID4, DNMT3B and GFRA1 mRNA accumulation 

�`��������	�`	�-actin on NCCIT-Tgr5Wt and 2 different clones of NCCIT-Tgr5KO. 

n=10 from 3 independent experiments. Data are expressed as the means ± SEM. Statistical 

analysis: * p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001. 
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Figure 8 
A- Number of adherent NCCIT-Tgr5Wt or NCCIT-Tgr5KO. n=10 from 3 independent 

experiments. Data are expressed as the means ± SEM. Statistical analysis: * p<0.05 ; *** 

p<0.001. 
B- Relative quantification of the proliferative NCCIT-Tgr5Wt or NCCIT-Tgr5KO cells stained 

with BrdU. 

n=6. Data are expressed as the means ± SEM. Statistical analysis: * p<0.05. 
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Figure 9. 
Relative TGR5, NANOG, OCT3/4, KDM6B, ID4, DNMT3B and GFRA1 mRNA accumulation 

�`��������	�`	�-actin on NCCIT-Tgr5Wt and NCCIT-Tgr5KO in condition with or without serum 

deprivation followed by a 24 hours treatment with vehicle or with SBI115 (3 or 6 �M). n=10 

from 3 independent experiments. Data are expressed as the means ± SEM. Statistical 

analysis: **, p<0.01. veh.: vehicle and Bu: Busulfan. 

n=10 from 3 independent experiments. Data are expressed as the means ± SEM. Statistical 

analysis: * p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001. 
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Figure 10. 
Representative western blots of Phospho-CREB, Phospho-ATF1 and CREB and 

quantification of ratios in NCCIT-Tgr5Wt and NCCIT-Tgr5KO treated with vehicle or INT777 for 

15, 30, 60 or 180 minutes.. 

n=10 from 3 independent experiments. Data are expressed as the means ± SEM. Statistical 

analysis: * p<0.05. 
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Supplemental Figure 1 
Validation using PCR of the two clones of NCCIT-Tgr5KO compared to NCCIT-Tgr5Wt. 
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B. Discussion 

L’incidence des TGTs étant en augmentation depuis de nombreuses années, il est 

important de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu. Les données disponibles dans des 

bases de données telles que GEPIA2, mais également les résultats validés dans l’équipe par 

qPCR, mettent en évidence que TGR5 est moins exprimé dans les tissus testiculaires tumoraux 

que dans les tissus sains, indiquant que TGR5 pourrait jouer un rôle dans les TGTs. Par ailleurs, 

au sein des TGTs, il a été démontré que TGR5 est plus exprimé dans les non-séminomes que 

dans les séminomes, suggérant que TGR5 pourait être un marqueur du type tumoral. Les 

résultats obtenus dans cette étude montrent que TGR5 pourrait réguler des gènes de 

pluripotence associés aux TGTs, ce qui permet de supposer que TGR5 est un acteur impliqué 

dans la biologie des cancers germino-testiculaires et que sa modulation peut être associée à la 

chimiosensibilité ou la chimiorésistance des TGTs.  

1. Quel est le rôle de TGR5 dans la physiologie des cellules souches ? 

Nos résultats démontrent que l’invalidation de TGR5 dans des cellules NCCIT dérivées 

d’une tumeur de type non-séminome est associée à une augmentation de l’accumulation des 

transcrits de différents gènes associés au statut indifférencié des cellules tels que NANOG, 

OCT3/4, DNMT3B et GFRA1. Les TGTs étant des tumeurs qui dérivent des cellules 

indifférenciées (PGCs et/ou gonocytes), il serait intéressant d’étudier l’expression de TGR5 

dans les PGCs, les gonocytes et les spermatogonies indifférenciées. Pour cela, un tri des cellules 

germinales (PGCs, gonocytes ou spermatogonies indifférenciées) pourrait être effectué chez 

des souris Oct3/4-GFP (disponibles au laboratoire). Ces souris expriment la GFP sous le 

contrôle du promoteur d’Oct3/4, l’ensemble des cellules exprimant Oct3/4 est donc positive à 

la GFP. L’analyse des différents stades cellulaires sera faite grâce à la réalisation des tris des 

populations cellulaires positives à la GFP à différents moments du développement : lors du 

développement embryonnaire puis en néonatal. L’étude de l’expression de Tgr5 et des 

différents gènes de pluripotence permettra de vérifier si la corrélation observée entre les 

différentes voies de signalisation dans les TGTs est visible également dans les différents types 

cellulaires qui sont les progéniteurs des TGTs. Chez l’homme, cette analyse pourra être réalisée 

avec l’étude de testicules fœtaux humains disponibles grâce à une collaboration avec l’IRSET 

(Institut de Recherche en Santé, Environnement et Travail) (équipe N. Dejucq-Rainsford).  

L’ensemble de ces analyses permettra d’étudier le rôle de TGR5 dans les processus de 

devenir cellulaire et ainsi de comprendre si TGR5 peut être impliqué dans l’étiologie des TGTs 
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via l’altération des processus associés à la prolifération, la différenciation ou encore la mort 

cellulaire.  

2. TGR5 est-il impliqué dans les caractéristiques tumorales des cellules ? 

Nos résultats ont mis en évidence que le nombre de cellules adhérentes NCCIT invalidées 

pour TGR5 était plus faible que le nombre de cellules NCCIT parentales. Cet effet est associé 

à un taux de prolifération, visualisé par un marquage au BrdU (BRomoDésoxyUridine), plus 

faible dans les cellules TGR5-/-. Les résultats obtenus sur les NCCIT dans cette étude semblent 

cohérents avec des données déjà publiées qui ont démontré que TGR5 était nécessaire à la 

prolifération des cholangiocytes, notamment via l’augmentation des espèces oxygénées 

réactives (ROS) et l’activation de SRC (Reich et al., 2016). Il a aussi été démontré que 

l’activation de TGR5 par les acides biliaires entraînait la prolifération des cellules épithéliales 

de l’intestin via SRC (Sorrentino et al., 2020). De ce fait, il serait intéressant d’étudier la 

production de ROS ainsi que l’activation de SRC dans les NCCIT parentales ou invalidées pour 

TGR5 afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans le contrôle de la prolifération 

via TGR5. 

 Afin de mieux appréhender le rôle de TGR5 sur les caractéristiques tumorales des 

cellules, une analyse de l’apoptose devra être effectuée par un marquage au TUNEL et l’analyse 

du cycle cellulaire pourra être réalisée via une analyse au FACS (Fluorescence Activated Cell 

Sorting). Un lien a en effet été observé entre TGR5 et l’apoptose où l’activation de TGR5 par 

l’INT-777 permet de diminuer l’apoptose de cellules neuronales ainsi que le stress oxydatif de 

ces cellules (Zuo et al., 2019). 

Afin d’étudier le rôle de TGR5 dans la migration cellulaire, une analyse des cellules en 

chambre de Boyden sera réalisée ainsi que des tests de blessure. TGR5 conduit à la croissance 

et à la migration des cellules de cancer du poumon de type « non à petites cellules » (Liu et al., 

2018) suggérant que TGR5 pourrait être un marqueur de l’agressivité tumorale. Les capacités 

invasives des cellules à se développer en dehors d’une surface solide seront également 

analysées à l’aide de tests de formation de colonies sur agar mou. Par ailleurs, l’étude de 

l’expression des gènes associés à la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) mais 

également à l’adhésion, la différenciation, la prolifération, la migration, l’invasion ainsi que la 

survie sera réalisée afin de mieux comprendre l’implication de TGR5 dans le développement 

tumoral.  

L’ensemble de ces résultats nous permettra de comprendre si TGR5 peut être caractérisé 

comme un oncogène dans les TGTs et s’il peut être un marqueur tumoral ou un marqueur 
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d’agressivité tumorale. De plus, les cellules NCCIT invalidées pour TGR5 ou parentales 

pourront être utilisées en xénogreffes sur des souris nudes afin d’étudier le rôle de TGR5 dans 

les processus tumoraux. Enfin, un modèle de souris double mutantes pour Pten et Tgr5 est 

disponible dans l’équipe et nous permettra d’étudier le rôle de TGR5 dans l’initiation et le 

développement tumoral ainsi que dans la chimiorésistance des TGTs avec un traitement BEP.  

3. Quel est le lien entre TGR5 et TP53 dans la chimiorésistance ? 

Un pré-traitement à l’INT-777 (agoniste de TGR5) puis au busulfan sur des cellules 

NCCIT a permis de mettre en évidence une diminution du nombre de cellules plus importante 

que lorsque ces cellules sont traitées uniquement avec l’INT-777 ou le busulfan. Ces résultats 

suggèrent que l’activation de TGR5 dans ces cellules permet de chimiosensibiliser les cellules 

au busulfan. TGR5 joue donc un rôle dans la chimiosensibilité des cellules germinales 

tumorales humaines et il paraît majeur de comprendre les mécanismes impliqués. 

Les TGTs sont des tumeurs sauvages pour TP53 mais il a été démontré que TP53 pouvait 

être impliqué dans la résistance aux radiations via son inhibition par DNMT3B dans le cancer 

nasopharyngé (Wu et al., 2020). Les résultats obtenus précédemment (Thirouard et al., Article 

1) ont mis en évidence un rôle de TGR5 dans la chimiorésistance des cellules germinales via 

TP53. Il est donc envisageable que TGR5 régule TP53 via la modulation de DNMT3B afin 

d’induire la chimiosensibilité des cellules germinales tumorales humaines. Il a en effet déjà été 

démontré que l’activation de TGR5 par les acides biliaires conduit à une diminution de 

l’expression de DNMT3B dans les cellules germinales (Baptissart et al., 2018). De manière 

cohérente, d’après nos résultats dans les cellules NCCIT, en l’absence de sevrage des cellules, 

l’accumulation des transcrits de DNMT3B est plus important dans les cellules invalidées pour 

TGR5 que dans les cellules parentales.  

Par ailleurs, KDM6B, une histone lysine déméthylase, contrôle la localisation et la 

stabilisation nucléaires de TP53, la dérégulation de KDM6B (via des mutations ou une 

répression de son expression) conduisant à l’inhibition de la voie de signalisation TP53 (Ene et 

al., 2012). Il a été observé que KDM6B est plus faiblement exprimé dans les tissus tumoraux 

que dans les tissus sains (GEPIA2). Il est donc envisageable que TGR5 module TP53 via 

KDM6B dont l’accumulation des transcrits est augmentée dans les cellules invalidées pour 

TGR5 par rapport à des cellules sauvages.  
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Les résultats obtenus précédemment (Thirouard et al., Article 1) ont mis en évidence que 

TGR5 régule la chimiosensibilité des cellules germinales via les voies de signalisation GLIS2 

– TP53. Un lien entre GLIS2 et TP53 ayant déjà été décrit via l’activation de CHK1 (Lu et al., 

2016) et GLIS2 étant associé à la chimiorésistance (Yuan et al., 2018), il est également 

envisageable que l’implication de TGR5 dans la chimiorésistance via TP53 soit dépendante de 

GLIS2. De plus, nos données suggèrent que les signalisations TGR5 – GLIS2 – TP53 sont très 

conservées dans différents cancers, indiquant qu’il s’agit d’un mécanisme non spécifique aux 

TGTs. 

Dans le cadre des dommages à l’ADN, il a également été observé une phosphorylation de 

TP53 qui conduit à une augmentation de son expression, entraînant l’inhibition de NANOG 

(Lin et al., 2005). L’expression de TGR5 étant négativement corrélée à celle de NANOG dans 

les TGTs, il est envisageable qu’il existe un lien important entre les voies de signalisation TGR5 

– TP53 – NANOG.  

L’ensemble de nos résultats suggère que TGR5 peut jouer un rôle dans la 

chimiorésistance des cellules germinales via TP53 mais les mécanismes mis en jeu ne sont pas 

connus. Il serait important d’étudier les différentes voies de signalisation (TGR5 – TP53 – 

DNMT3B – KDM6B – GLIS2 – NANOG) pouvant être impliquées ainsi que les liens entre ces 

différentes voies. 

4. Existe-t-il un lien entre TGR5, cancer germino-testiculaire et épigénétique ? 

Une association a été mise en évidence entre les régulations épigénétiques et le 

développement des TGTs (la Rosa et al., 2017). L’une des marques épigénétiques les plus 

étudiées concerne la méthylation de l’ADN qui apparaît principalement sur les ilots CpG et qui 

est maintenue par les ADN méthyltransférases. La méthylation permet de supprimer la 

transcription des gènes et il est largement décrit que les GCNIS, tout comme les séminomes, 

présentent un degré de méthylation faible, associé à une activité transcriptionnelle importante. 

En parallèle, les tumeurs plus différenciées de type non-séminomes présentent des degrés de 

méthylation plus importants. Cette modification dans la méthylation est associée en partie au 

gène DNMT3B qui est surexprimé dans les carcinomes embryonnaires par rapport aux 

séminomes et dont l’expression est associée à un risque de rechute plus important (Arai et al., 

2012).  



86 
 

Il a été démontré dans les TGTs chez l’homme que DNMT3B contrôle l’expression de 

OCT3/4 et NANOG (Li et al., 2007). Nos résultats montrent une association entre TGR5 et 

DNMT3B mais également entre TGR5 et OCT3/4 et NANOG, suggérant que TGR5 peut 

moduler OCT3/4 et NANOG via DNMT3B. Il serait donc intéressant de réaliser des 

immunoprécipitations de la chromatine afin d’étudier la méthylation des promoteurs de OCT3/4 

et NANOG après l’activation de TGR5 par son agoniste ou dans des cellules invalidées pour 

TGR5 en comparaison avec des cellules parentales.  

Par ailleurs, les niveaux de méthylation sont associés à la résistance aux chimiothérapies. 

Les tumeurs indifférenciées de type séminomes, souvent hypométhylées, sont plus sensibles 

aux chimiothérapies que les tumeurs différenciées (non-séminomes) qui présentent un niveau 

de méthylation plus élevé ���#�������
��
�#^

{����. De manière intéressante, TGR5 est plus 

exprimé dans les échantillons de non-séminomes et son expression est positivement corrélée à 

la méthylation. Cela suggère donc que l’analyse de l’implication de TGR5 dans les processus 

épigénétiques associés aux TGTs permettrait de mieux comprendre le rôle de TGR5 et 

notamment son implication dans les mécanismes de chimiorésistance.  

5. TGR5 module-t-il la différenciation cellulaire ? 

Les analyses réalisées à partir des bases de données issues des échantillons de TCGA ont 

mis en évidence que TGR5 est plus exprimé dans les échantillons tumoraux de non-séminomes, 

qui représentent des TGTs plus différenciées que les séminomes. Ces résultats soulèvent donc 

une interrogation au sujet de l’implication de TGR5 dans la différenciation cellulaire.  

Une étude a mis en évidence que les acides biliaires conduisaient à la différenciation des 

monocytes en cellules dendritiques via la voie de signalisation TGR5 – AMPc (Ichikawa et al., 

2012). En effet, des monocytes, cultivés en présence d’acides biliaires, conduisent à la 

formation de cellules dendritiques produisant de faibles niveaux d’interleukine 12 (IL-12) et de 

����^
�����
��\\����'������
�$���
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 �\\�'���
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traitement avec un agoniste spécifique de TGR5 ou une stimulation avec l’AMPc, ce qui permet 

de confirmer qu’il s’agit d’un impact spécifique de TGR5. De plus, l’activation de TGR5 

conduit à la différenciation des cellules musculaires (Sasaki et al., 2018). En effet, des cellules 

myoblastiques C2C12 sur-exprimant TGR5 et traitées avec du TLCA présentent une 

augmentation de l’accumulation des transcrits de Sik1 (Salt Inducible Kinase 1) ainsi que de 

gènes marqueurs de différenciation (tels que MyoD (MYOblast Determination protein 1), 

Myogenin, etc.). Il est également retrouvé un nombre de cellules différenciées plus important 
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dans les cellules traitées au TLCA. Par ailleurs, TGR5 est exprimé dans les adipocytes et son 

activation conduit à l’apparition de marqueurs des adipocytes beiges. TGR5 est décrit comme 

étant impliqué dans le processus de différenciation des pré-adipocytes en adipocytes beiges 

(Velazquez-Villegas et al., 2018). De manière intéressante, il a également été démontré que 

l’activation de TGR5 entraîne la différenciation des cellules ostéoblastiques et cet effet est aboli 

en présence d’un siARN dirigé contre le gène codant pour TGR5 (Wang et al., 2018). 

A l’inverse, une autre étude a mis en évidence que l’invalidation de TGR5 induit la 

différenciation des ostéoclastes. Il est intéressant de noter que des traitements avec différents 

agonistes de TGR5 inhibent cette différenciation et cet effet est dépendant de la voie de 

signalisation AMPc/AMPK (Li et al., 2018b).  

L’ensemble de ces données suggère que TGR5 joue un rôle clé dans la différenciation 

cellulaire qui peut être pro ou anti-différenciation selon le type cellulaire, bien que son 

activation favorise principalement la différenciation. D’après les résultats obtenus avec les 

analyses des échantillons issus de la cohorte de TCGA, TGR5 pourrait être impliqué dans la 

différenciation des TGTs puisqu’on le retrouve plus exprimé dans les échantillons différenciés 

que dans les échantillons moins différenciés.  

De manière courante, les séminomes et les non-séminomes sont décrits comme deux types 

de tumeurs dérivants d’une origine commune : les néoplasies germinales in situ (GCNIS). Il a 

cependant été décrit que les non-séminomes pouvaient également provenir d’une 

reprogrammation de cellules de séminomes (van de Geijn et al., 2009; McIver et al., 2013; 

Oosterhuis and Looijenga, 2003, 2005). Cette reprogrammation reste à l’heure actuelle 

hypothétique et aucun mécanisme associé n’a été décrit.  

Il est intéressant de noter qu’au-delà de la possibilité de différenciation des séminomes 

en non-séminomes une étude suggère qu’il pourrait y avoir un « switch » entre séminomes et 

non-séminomes dans les deux sens via la reprogrammation des cellules (Boublikova et al., 

2014). A l’heure actuelle, aucune donnée ne prouve une « transdifférenciation » des non-

séminomes vers les séminomes. Cependant, l’hypothèse que cette différenciation existe reste 

plausible et nos résultats suggèrent que TGR5 pourrait être impliqué dans cette 

transdifférenciation. En effet, comme indiqué précédemment, TGR5 semble impliqué dans le 

pouvoir souches des cellules mais il joue également un rôle dans la différenciation cellulaire. 

Le fait que les cellules de non-séminomes (cellules plus différenciées) invalidées pour TGR5 

expriment plus fortement certains marqueurs de pluripotence pourrait être associé à un 
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mécanisme de transdifférenciation de non-séminomes vers séminomes (Figure 27). Nos 

résultats ont en effet permis de mettre en évidence que l’invalidation de TGR5 est associée à 

une augmentation de l’accumulation des transcrits de gènes associés au statut indifférencié des 

cellules (DNMT3B, NANOG, OCT3/4) dans les échantillons de non-séminomes mais également 

que les cellules invalidées pour TGR5 présentent une capacité de prolifération moins importante 

que des NCCIT parentales. Les séminomes étant des tumeurs présentant des caractéristiques 

plus souches associées à une prolifération moins importante que les non-séminomes, il est donc 

envisageable que l’invalidation de TGR5 ait modifié les capacités de ces cellules via la 

transdifférenciation de celles-ci.  

La transdifférenciation est un mécanisme déjà décrit qui est associé à la reprogrammation 
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reprogrammées via TGR5 notamment pour favoriser la sécrétion de GLP-1 (Kumar et al., 

2016). L’hypothèse de transdifférenciation étant associée à la reprogrammation des cellules, il 

semble que TGR5 puisse donc jouer un rôle dans ce mécanisme. Par ailleurs, il est connu que 

la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est un mécanisme de transdifférenciation 

puisque des cellules épithéliales vont se différencier en cellules mésenchymateuses. A partir de 

l’étude de lignées cellulaires de cancer gastrique, il a été démontré que TGR5 est exprimé dans 

les stades les plus avancés du cancer gastrique et que son expression est corrélée à des 

marqueurs de l’EMT, suggérant un rôle potentiel de TGR5 dans la transdifférenciation (Carino 

et al.). 

Afin de mieux comprendre l’implication de TGR5 dans une potentielle 

transdifférenciation des non-séminomes en séminomes, il serait intéressant de réaliser une 

analyse transcriptomique des NCCIT parentales ainsi que de différents clones de NCCIT 

invalidés pour TGR5. Dans un premier temps, les marqueurs spécifiques aux séminomes ou aux 

non-séminomes pourraient être évalués mais la comparaison de cette analyse avec des données 

disponibles sur les différents types tumoraux de TGTs permettrait d’affiner l’hypothèse de 

transdifférenciation. En effet, il serait important d’étudier si les différences transcriptomiques 

retrouvées entre des NCCIT parentales et invalidées pour TGR5 sont associées à un type 

tumoral spécifique plutôt qu’un autre.  
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6. Quel pourrait être le rôle de TGR5 en thérapeutique ? 

Nos données préliminaires ne permettent actuellement pas de conclure que TGR5 joue un 

rôle dans la transdifférenciation des non-séminomes en séminomes. Cependant, si tel est le cas, 

cela ouvre des perspectives importantes quant au rôle de TGR5 en clinique. En effet, les 

séminomes sont des tumeurs de meilleur pronostic et plus sensibles aux traitements que les non-

séminomes (Chung and Warde). Dans le cas où l’invalidation de TGR5 permettrait une 

transdifférenciation des non-séminomes vers les séminomes, cela suggérerait que l’invalidation 

de TGR5 pourrait être une piste thérapeutique dans l’amélioration des traitements des cancers 

germino-testiculaires.  

L’analyse de la chimiosensibilité de ces tumeurs est elle aussi majeure. Il serait tout 

d’abord intéressant d’observer s’il existe une corrélation entre l’expression de TGR5 et la 

chimiorésistance des tumeurs. Par ailleurs, si TGR5 est capable de cibler la transdifférenciation 

des non-séminomes en séminomes, il pourrait être intéressant d’étudier la modulation de TGR5 

via l’utilisation d’un agoniste ou d’un antagoniste dans le cadre des traitements des TGTs en 

combinaison avec les chimiothérapies utilisées de manière courante. Comme suggéré 

précédemment, il a été montré que l’activation de TGR5 en combinaison avec une molécule de 

chimiothérapie permet de chimiosensibiliser les cellules germinales tumorales humaines 

NCCIT (Thirouard et al., Article 2) et les cellules germinales murines (Thirouard et al., Article 

1). La modulation positive de TGR5 avec un agoniste pourrait permettre de chimiosensibiliser 

les TGTs dans le cadre de TGTs chimiorésistantes. 

Par ailleurs, il est envisageable que TGR5 puisse être un marqueur du type de TGTs. En 

effet, nos résultats ont mis en évidence que TGR5 est plus fortement exprimé dans les 

échantillons de non-séminomes. Il pourrait donc s’agir d’un marqueur du type tumoral voire 

d’un marqueur pronostic si une corrélation entre l’expression de TGR5 et le stade tumoral est 

observée.  

Afin d’évaluer l’implication de TGR5 dans le développement et l’agressivité tumorale, la 

transplantation de NCCIT parentales ou invalidées pour TGR5 pourrait être réalisée via des 

xénogreffes chez des souris nudes. Dans un premier temps, l’analyse anatomopathologique des 

tumeurs permettrait d’étudier l’impact de TGR5 dans le développement tumoral. Il serait 

également intéressant d’analyser les différences dans le développement tumoral entre une souris 

ayant reçu une xénogreffe de cellules NCCIT parentales vis-à-vis d’une souris ayant reçu une 

transplantation de cellules NCCIT invalidées pour TGR5. Dans un second temps, l’agressivité 
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de ces tumeurs pourra être évaluée ; en effet, il serait intéressant d’étudier le rôle de TGR5 dans 

le stade tumoral et ainsi, dans l’agressivité tumorale afin de mieux appréhender l’implication 

de TGR5 dans ce contexte.  
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Discussion générale 

L’ensemble des travaux réalisés dans cette étude permet de mieux appréhender les rôles 

de TGR5 dans la physiologie et la physiopathologie du testicule. Les points majeurs issus de 

nos études seront discutés dans cette partie. Dans un premier temps, (A) le rôle physiologique 

de TGR5 dans l’homéostasie des cellules souches sera évoqué. Dans un second temps, (B) nous 

discuterons de l’implication de TGR5 dans la chimiosensibilité, et de la possibilité de moduler 

TGR5 dans le cadre de traitements. Enfin, (C) la question de la régulation de TGR5 au sein du 

testicule sera détaillée. 

A. TGR5 contrôle-t-il l’homéostasie des cellules souches ? 

1. TGR5 régule l’expression de gènes de pluripotence 

Les résultats obtenus par l’analyse du transcriptome (par une approche RNAseq) des 

cellules murines GC1-spg, transfectées avec un siARN dirigé contre Tgr5 ou avec un siARN 

contrôle, validés par qPCR, ont permis de mettre en évidence que le knock-down de Tgr5 

conduit à l’augmentation de l’accumulation des transcrits de gènes de cellules indifférenciées 

tels que Gfra1, Nanog et Fgfr2. En parallèle, dans des cellules tumorales humaines NCCIT, 

l’invalidation de TGR5 est associée à une augmentation de l’accumulation des transcrits des 

gènes NANOG, OCT3/4, GFRA1 et DNMT3B qui sont associés au statut indifférencié des 

cellules. L’ensemble de ces résultats suggère donc que TGR5 joue un rôle clé dans les cellules 

germinales indifférenciées et que cet effet est conservé au sein des espèces.  

Une des questions majeures est de comprendre comment TGR5 régule l’expression de 

ces gènes de pluripotence. La voie de signalisation principale de TGR5 étant l’activation de la 

protéine kinase A (PKA) par l’AMPc via l’adénylate cyclase, il est envisageable que ces gènes 

soient régulés par la PKA. Afin de confirmer ou non cette hypothèse, un traitement des cellules 

avec le H-89 dihydrochloride, qui est un inhibiteur de la PKA, pourrait être réalisé. Dans le cas 

où la régulation de l’expression des gènes de pluripotence par TGR5 ne serait pas dépendante 

de la PKA, il serait intéressant d’étudier les autres voies de signalisation associées à TGR5 

(ERK1/2, MAPKs etc.) ou encore de trouver un ou des intermédiaires directement modulés par 

TGR5 qui réguleraient les gènes de pluripotence. Afin de trouver des intermédiaires potentiels, 

il est possible de réaliser des analyses avec l’outil i-cisTarget. Cet outil permet d’obtenir les 

différents facteurs de transcription dont la séquence de fixation est présente sur le promoteur 

des gènes analysés. Des analyses préliminaires ont été réalisées sur les gènes régulés 
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négativement par TGR5 dans les cellules NCCIT (gènes dont l’accumulation des transcrits est 

augmentée par l’invalidation de TGR5). Cette étude a permis de mettre en évidence que la 

modulation de ces gènes pourrait être associée aux facteurs de transcription NKX3-1, PROP1 

ou encore HNF4A (Hepatocyte Nuclear Factor 4 Alpha). Aucune donnée dans la littérature ne 

permet de relier directement ces facteurs à TGR5 et il existe peu d’informations quant au rôle 

de ces facteurs de transcription dans le testicule. NKX3-1 est exprimé dans le testicule et son 

expression est perdue dans les TGTs (Skotheim et al., 2003) bien qu’aucun mécanisme n’ait été 

décrit. Il serait intéressant d’avoir des listes de gènes régulés par TGR5 plus importantes en 

réalisant une analyse « avec a priori » sur différents gènes associés à la pluripotence des cellules 

souches qui pourraient donc être ajoutés à notre analyse i-cisTarget. Cela permettrait de 

renforcer les analyses déjà réalisées afin de trouver plus de facteurs de transcription impliqués, 

mais cela pourrait également permettre de renforcer les statistiques. En parallèle, l’analyse du 

transcriptome, par RNAseq, de spermatogonies triées invalidées pour TGR5, en comparaison à 

des spermatogonies sauvages, permettrait d’étudier l’ensemble des gènes modulés par TGR5 et 

ainsi de mieux comprendre par quels mécanismes TGR5 régule ces différents gènes.  

L’implication de TGR5 dans les spermatogonies indifférenciées ou dans les cellules 

souches de manière basale n’est actuellement pas décrite mais plusieurs études ont mis en 

évidence, en accord avec nos données, un rôle de TGR5 dans les cellules souches d’autres tissus 

après un dommage (voir ci-après). 

2. Régénération tissulaire après un dommage 

En l’absence de traitement, chez la souris, il n’est pas observé de différence du nombre 

de cellules germinales indifférenciées PLZF+ entre les individus sauvages ou invalidés pour 

Tgr5. De plus, aucune différence du nombre de spermatozoïdes ou du nombre de petits par 

portée n’est observée. Au contraire, après un traitement au busulfan, l’invalidation du gène Tgr5 

permet un redémarrage précoce de la spermatogenèse, suggérant que TGR5 peut être impliqué 

en condition physiopathologique après un dommage tissulaire. En accord avec nos données, 

plusieurs études ont mis en évidence l’implication des acides biliaires et de TGR5 dans le 

renouvellement cellulaire après un dommage dans différents tissus. 

Dans l’épithélium de l’intestin, des métabolites, dont les acides biliaires, contrôlent la 

niche des cellules souches intestinales, permettant le renouvellement et le remodelage tissulaire. 

Des données ont mis en évidence que l’activation de TGR5 par les acides biliaires conduisant 

à l’activation de SRC et YAP (Yes-Associated Protein) et à l’activation de leurs gènes cibles 
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permettait la régénération de l’épithélium intestinal (Sorrentino et al., 2020). De plus, YAP est 

exprimé dans les spermatogonies et est associé à l’expression de gènes impliqués dans le 

devenir des cellules indifférenciées tels que Sohlh1 et Ngn3, bien que son invalidation ne soit 

pas suffisante pour entraîner une altération de la spermatogenèse in vivo (Abou Nader et al., 

2019). Ces données suggèrent que la régulation de SRC et de YAP par TGR5 pourrait être un 

mécanisme important dans le lien entre TGR5 et la spermatogenèse. De plus, il a été mis en 

évidence que le relargage d’acides biliaires endogènes dans la lumière intestinale est suffisant 

pour entraîner l’auto-renouvellement des cellules souches intestinales et leur prolifération via 

TGR5 en réponse à un dommage. Ces résultats montrent un rôle important de TGR5 dans 

l’homéostasie des cellules souches, mais également dans la régénération d’un tissu après un 

dommage. Par ailleurs, plusieurs études ont mis en évidence l’implication des acides biliaires, 

induisant l’activation de YAP, dans le développement du cancer du foie (Anakk et al., 2013) et 

dans la dissémination métastatique des nodules lymphatiques (Lee et al., 2019). Ces études ne 

démontrent pas d’implication de TGR5 dans le lien entre les acides biliaires, l’activation de 

YAP et le développement tumoral mais les résultats obtenus plus récemment suggèrent que cet 

impact pourrait être dépendant de TGR5 (Sorrentino et al., 2020).  

Par ailleurs, il a été démontré que TGR5 est exprimé dans les cellules souches de 

l’épiderme et que son expression est diminuée après une irradiation aux UV-B. L’activation de 

TGR5 permet également de prévenir le stress oxydatif induit par les UV-B. Dans les cellules 

souches de l’épiderme, l’activation de TGR5 entraîne une augmentation de l’expression de 

Wnt1a, Wnt3a, Myc et de la Cycline D1, suggérant une nouvelle fonction de TGR5 dans la 

régulation des cellules souches de l’épiderme (Chang and Yu, 2019). 

Ces études permettent de conclure que TGR5 semble jouer un rôle dans les cellules 

souches de différents tissus, notamment après un dommage tissulaire, suggérant que TGR5 

pourrait être impliqué dans la régénération d’un tissu, après une altération de celui-ci. 

L’implication de TGR5 en réponse à un dommage semble dépendre du tissu ou du type de 

dommage. En effet, dans les premiers cas son activation permet une protection vis-à-vis des 

dommages alors que dans notre modèle l’effet inverse est observé : l’activation de TGR5 

accentue les effets délétères du busulfan, alors que son invalidation permet un redémarrage 

précoce de la spermatogenèse.  

La question de l’implication de TGR5 dans le contrôle de l’homéostasie des cellules 

souches germinales est donc majeure afin de mieux comprendre le rôle de TGR5 (1) dans la 
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régénération tissulaire après un dommage tel qu’un traitement avec une chimiothérapie, (2) 

dans la physiologie testiculaire, notamment au moment de la mise en place de la 

spermatogenèse et (3) dans le cancer testiculaire dont les cellules souches sont à l’origine. 

3. Implication de TGR5 dans la mise en place de la spermatogenèse 

 Nos résultats ont mis en évidence que TGR5 est impliqué dans le contrôle de 

l’expression de gènes associés à la pluripotence des cellules germinales indifférenciées. Bien 

que chez l’adulte aucune différence du nombre de spermatogonies indifférenciées n’ait été 

observée entre des individus sauvages ou invalidés pour Tgr5 non traités, un rôle bénéfique de 

l’invalidation de Tgr5 après un traitement au busulfan a été démontré. Dans ce contexte, le rôle 

physiologique de TGR5 dans la mise en place de la spermatogenèse semble être un élément clé 

à étudier. En effet, le redémarrage précoce de la spermatogenèse suite à un traitement de 

chimiothérapie est un mécanisme pouvant être mis en parallèle de la mise en place de la 

spermatogenèse, lors de la puberté. De ce fait, l’analyse de souris de la naissance et jusqu’à la 

production spermatique, en l’absence de traitement, permettrait d’étudier la spermatogenèse 

dès les premiers stades jusqu’à la puberté et ainsi de mieux comprendre le rôle de TGR5 dans 

cette mise en place. Afin d’étudier ces mécanismes, des colorations immunohistochimiques, 

permettant d’étudier la structure des tubes séminifères et la mise en place de la spermatogenèse, 

seront réalisées, ainsi que des analyses de l’expression des gènes méiotiques. Les 

spermatogonies A différenciées apparaissent aux alentours du 6ème jour post-partum, un 

marquage d’une coupe testiculaire avec le marqueur PLZF, 6 jours après la naissance, chez des 

individus sauvages ou invalidés pour Tgr5 permettra d’étudier les premiers stades de la 

spermatogenèse. Dix jours après la naissance, les premiers spermatocytes primaires sont 

observés (McLean et al., 2003), la réalisation d’un marquage avec G9A, spécifique des 

spermatocytes, pourra être réalisé à ce moment. L’apparition des spermatides rondes et des 

spermatides allongées se fait autour du 20ème jour et du 28ème jour post-natal, respectivement, 

moment auquel un immunomarquage avec le marqueur H4 acétylé pourra être réalisé. 

L’ensemble de ces analyses permettra d’étudier l’impact de l’invalidation de Tgr5 sur la mise 

en place de la spermatogenèse.  

Il est intéressant de noter qu’il a déjà été mis en évidence que les acides biliaires 

pouvaient être impliqués dans la mise en place de la spermatogenèse via le récepteur nucléaire 

���
�'����
��#������
����
(Martinot et al., 2017). En effet, quinze jours après leur naissance, 

les souris !'��-/- présentent plus de cellules post-méiotiques que les souris Wt, suggérant que 
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les souris invalidées pour !'�� présentent une mise en place précoce de la spermatogenèse. 

D’après ces données et les résultats obtenus dans notre étude, il est donc envisageable que 

TGR5 soit également impliqué dans ce mécanisme. 

4. Rôle de TGR5 dans la différenciation des cellules germinales 

Les résultats obtenus dans nos travaux ont permis de mettre en évidence que TGR5 est 

impliqué dans les mécanismes de prolifération des cellules germinales. Dans un modèle 

cellulaire humain (NCCIT), il a été observé un nombre de cellules adhérentes moins important 

pour les cellules invalidées pour TGR5, par rapport aux cellules NCCIT parentales. Cette 

diminution du nombre de cellules est associée à une prolifération plus faible (visualisée par un 

marquage au BrdU) des cellules TGR5-/- par rapport aux cellules sauvages (Thirouard et al., 

Article 2). Ces résultats vont à l’inverse de ce qui a été observé chez la souris, où, en réponse 

au busulfan, les cellules invalidées pour Tgr5 entraînent un redémarrage précoce de la 

spermatogenèse, associé au maintien de la prolifération des cellules PLZF+ (Thirouard et al., 

Article 1). Il existe donc une différence entre les cellules germinales murines « saines »  traitées 

au busulfan et les cellules germinales tumorales humaines NCCIT non traitées. TGR5 semble 

avoir un impact différentiel sur la prolifération selon l’espèce et/ou selon qu’il s’agisse de 

conditions physiologiques, pathologiques (cellules tumorales) ou suite à un traitement. 

a) Spermatogenèse 

Au-delà de l’impact de TGR5 sur la prolifération, il a également été démontré que TGR5 

pouvait jouer un rôle dans l’apoptose des cellules germinales, notamment après un traitement 

au busulfan. Cependant, l’implication de TGR5 dans la différenciation des cellules germinales 

n’a pas été étudiée. La différenciation des cellules germinales est un mécanisme physiologique, 

nécessaire au bon déroulement de la spermatogenèse puisqu’elle permet la formation des stades 

plus tardifs de la spermatogenèse à partir des spermatogonies. La différenciation des cellules 

germinales est notamment dépendante de la voie des acides rétinoïques, qui vont induire 

l’expression de STRA8. Il serait intéressant de comparer l’accumulation des transcrits de Stra8 

chez des souris ou dans des cellules GC1-spg sauvages ou invalidées pour Tgr5 afin d’étudier 

l’implication de TGR5 dans ce mécanisme.  

Par ailleurs, un traitement in vivo ou in vitro avec des acides rétinoïques afin d’induire 

la différenciation de ces cellules germinales pourrait être réalisé afin d’étudier l’expression de 

TGR5 et de comprendre s’il existe une corrélation entre l’expression et/ou l’activité de TGR5 
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et le stade de différenciation des cellules germinales. De manière intéressante, il a été démontré 

dans des adipocytes sous-cutanés humains une augmentation importante de l’accumulation des 

transcrits de TGR5 au cours de la différenciation (Mališová et al., 2013), suggérant que TGR5 

est associé à ce mécanisme. 

b) Cancer testiculaire 

i. Initiation du cancer testiculaire 

Les résultats obtenus dans notre étude (Thirouard et al., Article 2) soulèvent une 

interrogation quant à l’implication de TGR5 dans l’initiation du cancer testiculaire. Le 

développement des tumeurs germino-testiculaires (TGTs) est associé à des troubles de la 

prolifération et/ou de la différenciation des gonocytes en spermatogonies. En effet, les TGTs 

dérivent des cellules germinales et ont comme précurseurs communs les néoplasies germinales 

in situ (GCNIS). Les GCNIS proviennent de PGCs ou de gonocytes, qui au lieu de se 

différencier normalement se transforment en néoplasie. Cela place la différenciation comme un 

mécanisme clé de l’initiation tumorale, il serait donc intéressant de comprendre le rôle de TGR5 

dans ce mécanisme.  

Afin d’étudier si TGR5 est capable d’initier le cancer germino-testiculaire, un modèle 

de souris invalidées pour Pten et pour Tgr5 est disponible dans l’équipe de recherche. Il est 

connu que les souris invalidées pour Pten seul, à partir du stade PGCs, présentent des tératomes 

avec très peu de cas d’embryocarcinomes et un taux très faible de métastases (Kimura et al., 

2003). Une autre étude a mis en évidence que dans les spermatogonies, l’invalidation de Pten 

par l’utilisation d’un système Cre-Lox par la recombinase Cre sous le contrôle des séquences 

régulatrices de Stra8, permettant une invalidation dès les stades embryonnaires, conduit au 

développement de tumeurs dans environ 20 % des cas (Pierpont et al., 2017).  

L’expression de TGR5 dans les néoplasies germinales in situ (GCNIS) pourrait être 

évaluée en comparaison avec des PGCs, des gonocytes ou des tumeurs plus différenciées de 

type séminome ou non-séminome afin de comprendre s’il existe une association entre 

l’expression de TGR5 et le stade de différenciation cellulaire. De plus, la modulation de TGR5 

par un agoniste ou un antagoniste chez les souris invalidées pour Pten à des stades précoces 

(PGCs, gonocytes) permettrait d’étudier son rôle sur la différenciation de ces cellules en GCNIS 

ou en spermatogonies, afin de mieux appréhender l’implication de TGR5 dans l’initiation du 

cancer testiculaire. Au-delà de la modulation de l’activité de TGR5, il serait également 
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envisageable de réaliser une invalidation de Tgr5 dans ces mêmes souris Pten-/- à des stades 

précis du développement (stade PGCs ou gonocytes) à l’aide d’un modèle TGR5-flox Cre avec 

l’utilisation d’une Cre inductible (qui permettra d’induire l’invalidation de TGR5 à partir d’un 

stade précis). L’invalidation de Tgr5 en plus de l’invalidation de Pten permettrait de voir si une 

augmentation du nombre de tumeurs est visible mais également si ces tumeurs sont plus ou 

moins agressives.  

Un modèle de souris invalidées pour le gène codant PTEN et présentant une 

surexpression du gène codant pour KRAS via la Cre sous le contrôle du promoteur de Stra8 a 

été généré plus récemment (Pierpont et al., 2017). Ces souris développent des tumeurs dans 

75 % des cas ; il serait intéressant en parallèle de ce modèle génétique de moduler l’activité de 

TGR5 par des traitements avec un agoniste ou un antagoniste de TGR5 afin de pouvoir évaluer 

l’implication de TGR5 dans l’initiation tumorale. Ce modèle permettrait de voir si TGR5 

favorise le développement tumoral ou au contraire le ralentir.  

ii. Différenciation des cellules germinales tumorales 

Comme déjà évoqué dans la discussion de l’article 2, l’implication de TGR5 dans la 

différenciation suggère son rôle potentiel dans la différenciation du cancer testiculaire : de 

séminome vers non-séminome, mais également dans l’hypothèse de transdifférenciation : de 

non-séminome vers séminome. Plusieurs études ont décrit que les non-séminomes pouvaient 

provenir de séminomes (McIver et al., 2013; Oosterhuis and Looijenga, 2003, 2005) et une 

étude suggère que cette différenciation pourrait se faire dans les deux sens en posant l’hypothèse 

d’une transdifférenciation des non-séminomes vers les séminomes (Boublikova et al., 2014). A 

l’heure actuelle, les mécanismes impliqués n’ont pas été décrits mais il semble qu’ils pourraient 

être associés à la reprogrammation des cellules. TGR5 étant impliqué dans l’homéostasie des 

cellules souches ainsi que dans la différenciation cellulaire, il est envisageable que TGR5 puisse 

être impliqué dans le mécanisme de transdifférenciation.  

Afin de mieux comprendre l’implication de TGR5 dans les mécanismes de 

différenciation, plusieurs études pourront être réalisées. Dans un premier temps, l’expression 

de TGR5 pourrait être évaluée dans des cellules tumorales traitées avec des acides rétinoïques, 

permettant leur différenciation, par rapport à des cellules tumorales contrôles afin de 

comprendre si la différenciation peut réguler l’expression de TGR5. Dans un second temps, la 

différenciation des cellules tumorales NCCIT pourrait être analysée avec l’expression du 

récepteur aux acides rétinoïques, notamment dans des lignées cellulaires sauvages ou invalidées 
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pour TGR5. L’ensemble de ces résultats permettrait de savoir si TGR5 régule la différenciation 

cellulaire, et donc s’il peut être un acteur du développement tumoral. Par ailleurs, des analyses 

transcriptomiques de différents types tumoraux pourraient être réalisées afin d’étudier 

l’implication de TGR5 dans les mécanismes de différenciation des tumeurs. Il serait en effet 

intéressant d’étudier les différents types de TGTs à différents stades de différenciation en 

réalisant un gradient à partir des embryocarcinomes qui représentent les non-séminomes les 

moins différenciés, jusqu’aux tératomes qui sont les TGTs les plus différenciées. 

L’implication de TGR5 dans le cancer testiculaire amène également à une autre question 

qui est de mieux comprendre les rôles de TGR5 en réponse aux chimiothérapies afin de savoir 

si la modulation de TGR5 peut être utilisée dans les traitements. 

B. La modulation de TGR5 peut-elle être utilisée dans un cadre clinique ? 

1. Utilisation de TGR5 en clinique 

Nos données démontrent que l’invalidation de Tgr5 permet un redémarrage précoce de 

la spermatogenèse après un traitement au busulfan. A l’inverse, l’activation de TGR5 par un 

régime supplémenté en acide cholique in vivo ou par un pré-traitement à l’INT-777 in vitro 

accentue les effets du busulfan et sensibilise les cellules murines GC1-spg, comme les cellules 

humaines NCCIT, au busulfan. Cela place donc TGR5 comme un acteur majeur de la 

chimiosensibilité des cellules germinales. Il est donc important de mieux comprendre si la 

modulation de TGR5 peut être impliquée dans la repro-toxicité dans le cadre de traitements de 

chimiothérapie mais également s’il peut entrer dans les traitements de chimiothérapie afin de 

sensibiliser les cellules tumorales aux traitements.  

a) Repro-toxicité 

Dans le cadre d’un traitement au busulfan, connu pour avoir un impact délétère majeur 

sur la lignée germinale et à terme sur la fertilité, il serait pertinent d’étudier les effets d’un 

cotraitement avec un antagoniste de TGR5, utilisé de manière vectorisée comme décrit 

précédemment, avec le busulfan. D’après les résultats obtenus dans notre étude, où 

l’invalidation de Tgr5 permet un redémarrage précoce de la spermatogenèse après un traitement 

au busulfan, il semblerait que l’inactivation de TGR5 par un antagoniste pourrait améliorer la 

fertilité des patients traités au busulfan. Avant de pouvoir intégrer la modulation de TGR5 dans 

les protocoles de traitement, de nombreuses questions subsistent cependant.  



100 
 

Dans un premier temps, comme déjà évoqué, il est important d’étudier le rôle de TGR5 

après un traitement chronique au busulfan, en combinaison avec d’autres molécules 

(cyclophosphamide ou fludarabine) comme utilisé en clinique. Par ailleurs, il sera majeur de 

comprendre si le rôle de TGR5 après un traitement au busulfan peut être ouvert de manière plus 

large à d’autres molécules telles que le cisplatine, couramment utilisé dans le traitement de 

nombreux cancers, permettant d’élargir le rôle de TGR5 dans la préservation de la fertilité. 

b) Chimiosensibilisation des cellules tumorales 

Lors de traitements du cancer testiculaire, il serait intéressant d’étudier le rôle de TGR5 

après un traitement au BEP, afin de confirmer, ou non, que l’activation de TGR5 sensibilise les 

cellules germinales aux chimiothérapies. Ceci pourrait être une avancée majeure dans le 

traitement des TGTs chimiorésistantes. Par ailleurs, l’activation de TGR5 dans d’autres types 

cellulaires, tels que les cellules souches hématopoïétiques, en parallèle d’un traitement au 

busulfan, permettrait de comprendre si TGR5 peut sensibiliser d’autres types cellulaires à la 

chimiothérapie.  

Une étude a mis en évidence que des patients pédiatriques traités avec des 

chimiothérapies (différentes chimiothérapies dans le cadre de divers cancers) présentent une 

augmentation des taux d’acides biliaires lors du rétablissement de la moelle osseuse après une 

myélosuppression (Sigurdsson et al., 2020). Chez la souris, cet effet est également observé 

après un traitement au 5-fluorouracile (molécule de chimiothérapie de type anti-métabolite) 

(Sigurdsson et al., 2020). Dans un modèle murin d’altération de la composition des acides 

biliaires, induite par une invalidation pour le gène codant CYP8B1, un mauvais rétablissement 

du pool de cellules hématopoïétiques est observé après un traitement avec une chimiothérapie 

(Sigurdsson et al., 2020). Cet effet est corrélé avec des taux d’acides biliaires faibles, associés 

à une modification de la composition du pool d’acides biliaires. A l’inverse, les souris traitées 

avec une chimiothérapie et nourries avec un régime enrichi en acides biliaires présentent une 

amélioration dans le retour à la normale du nombre de cellules. Ces résultats ont permis de 

conclure que les acides biliaires supportent le rétablissement du pool de cellules après une 

chimiothérapie, ce qui est contraire à ce qui a été observé dans nos travaux, où nous avons 

montré que l’invalidation de Tgr5 permet d’améliorer le redémarrage de la spermatogenèse 

après un traitement avec une molécule de chimiothérapie (Thirouard et al., Article 1). Au regard 

de cette différence entre les tissus, il apparaît donc majeur de comprendre si TGR5 est impliqué 

dans ce mécanisme.  
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Il a été démontré que l’acide ursodésoxycholique (UDCA, UrsoDeoxyCholic Acid) peut 

protéger des dommages induits par des drogues anti-cancéreuses. L’UDCA peut en effet 

atténuer les effets délétères du 5-fluorouracil au niveau gastro-intestinal chez le rat (Kim et al., 

2018). Par ailleurs, après un traitement au cisplatine, l’UDCA présente un effet neuroprotecteur 

via la modulation de la voie de signalisation TP53 (Park et al., 2008). Plusieurs études ont mis 

en évidence que l’UDCA semble agir comme un agoniste de TGR5. Cet effet a été observé dans 

les cellules HEK293T (Carino et al., 2019) mais également dans des cellules issues 

d’adénocarcinome du côlon (HCT116 et SW480) (Zhang et al., 2021a) ainsi que dans les 

cardiomyocytes ventriculaires murins en néonatal (Ibrahim et al., 2018). Il est important de 

noter que l’UDCA module en premier lieu la composition du pool d’acides biliaires, il est donc 

envisageable que, au-delà de son activité directe sur TGR5, l’UDCA régule TGR5 via une 

modification du pool d’acides biliaires. L’ensemble de ces données suggère que l’UDCA, 

potentiellement capable d’activer TGR5 selon le tissu étudié, pourrait être utilisé dans la 

combinaison de molécules anti-cancéreuses. A l’inverse de son impact protecteur après un 

dommage, il a également été démontré que l’UDCA pouvait promouvoir la réponse apoptotique 

induite par un inhibiteur de la topoisomérase de type I dans différentes lignées de cellules 

tumorales (Ikegami et al., 2006). De plus, il existe un effet synergique de l’UDCA sur l’activité 

anti-tumorale du sorafenib (molécule de chimiothérapie) dans les carcinomes hépatocellulaires. 

Ces résultats mettent en évidence que l’UDCA pourrait être combiné aux cocktails de 

chimiothérapies afin d’améliorer l’efficacité des traitements. L’ensemble de ces données, 

associé au fait que l’UDCA a été décrit comme un potentiel agoniste de TGR5, pose la question 

de l’implication de TGR5 dans la sensibilisation des cellules germinales au busulfan en 

clinique.  

2. Etude de cohortes 

Les résultats obtenus dans notre étude, associés aux données issues de la littérature, nous 

mènent à la conclusion que TGR5 est un acteur clé dans la chimiosensibilité des cellules. Afin 

de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu et avant de proposer la modulation de TGR5 

dans les cocktails de chimiothérapies d’un point de vue clinique, la réalisation de différentes 

analyses dans des cohortes de patients serait décisive. 

Dans un premier temps, l’expression de TGR5 dans une cohorte de patients adultes ayant 

été traités au busulfan pourrait être évaluée afin d’observer si le busulfan module l’expression 

de TGR5, notamment au sein du testicule. Par ailleurs, d’une manière plus précise, il serait 
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intéressant de réaliser des corrélations entre l’expression de TGR5 et différents paramètres : la 

corrélation de TGR5 avec le temps nécessaire à la récupération de la fertilité permettrait 

d’indiquer si TGR5 est bien impliqué dans la chimiosensibilité des cellules germinales saines 

lors d’un traitement au busulfan. De plus, l’analyse de l’expression de TGR5 en lien avec la 

réponse à la chimiothérapie (chimiosensibilité ou chimiorésistance) permettra de confirmer ou 

non si la sensibilité aux traitements de chimiothérapies peut être associée à TGR5. 

Dans un second temps, une cohorte de patients adultes, ayant été traités au busulfan dans 

l’enfance (avant la puberté), pourrait être étudiée. L’expression de TGR5 pourra également être 

corrélée avec la fertilité des individus. 

Enfin, de manière plus large, l’expression de TGR5 pourrait être analysée en parallèle 

de la sensibilité des tumeurs aux chimiothérapies dans l’ensemble des types de cancers, bien 

que TGR5 ait été associé à des mécanismes très divergents selon le tissu tumoral.  

C. Comment TGR5 est-il modulé dans le testicule ? 

L’ensemble de nos résultats a mis en évidence que TGR5 joue un rôle majeur au sein 

du testicule ; cependant, à l’heure actuelle, on ne sait pas comment l’expression et l’activité de 

TGR5 sont modulées dans ce tissu. Il a été démontré que Tgr5 est exprimé dans le testicule 

murin (Vassileva et al., 2006) ainsi que le testicule humain (Kawamata, 2003). Au sein du 

testicule, Tgr5 est exprimé majoritairement dans les cellules germinales (Baptissart et al., 2014), 

notamment dans les cellules germinales indifférenciées (données non publiées). 

1. Régulation de l’expression de TGR5 

Des souris obèses (invalidées pour la leptine) présentent une expression de TGR5 plus 

importante dans le foie (visualisé par immunohistochimie) que des souris contrôles (Chen et 

al., 2019), suggérant que l’expression de TGR5 pourrait être modulée par des défauts 

métaboliques. Cela semble très intéressant car il a été largement décrit que l’obésité et les 

troubles métaboliques de manière plus large sont impliqués dans des défauts de fertilité (Kahn 

and Brannigan, 2017). Ces défauts sont notamment associés à des dommages liés au stress 

oxydatif dans les spermatozoïdes, affectant leur qualité.  

Par ailleurs, chez des souris obèses (nourries avec un régime riche en graisses), 

#$�'��[�����
��
����
���
#$���-767 entraîne l’expression de Tgr5 permettant l’amélioration du 

métabolisme du glucose et des lipides via la stimulation de GLP-1 par l’AMPc (Pathak et al., 
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2017). Ces résultats suggèrent donc que la régulation de l’expression de TGR5 peut être 

dépendante d’un autre récepteur des acides biliaires �
����^ 

Cependant, il existe peu de travaux démontrant une régulation génique de Tgr5, ce qui 

ne nous permet pas de comprendre exactement comment l’expression de Tgr5 est régulée. Afin 

de mieux comprendre cette régulation, il serait intéressant de réaliser des analyses sur le 

promoteur du gène de Tgr5, notamment à l’aide de l’outil Genomatix. Cet outil permet de 

trouver l’ensemble des sites de régulation potentiels retrouvés sur un promoteur et de comparer 

les promoteurs d’un même gène dans différentes espèces. Cette analyse nous permettrait 

d’étudier les potentielles régulations géniques de Tgr5 et notamment de retrouver celles 

conservées entre les espèces, qui sont probablement les plus importantes puisque le rôle de 

TGR5 dans les cellules germinales indifférenciées est conservé entre les souris et les 

échantillons humains. Selon les différents sites potentiels retrouvés, il sera intéressant d’étudier 

en particulier ceux qui sont associés aux gènes exprimés au sein du testicule afin de mieux 

appréhender la régulation de l’expression génique de TGR5 au sein de ce tissu.  

D’après les résultats et les conclusions que nos travaux ont apportés, suggérant un rôle 

de TGR5 au sein des cellules germinales souches ainsi que dans leur différenciation cellulaire, 

il serait déterminant de comprendre si l’expression de TGR5 peut être régulée par des acteurs 

clés de la niche de cellules souches germinales. Afin d’étudier cette hypothèse, l’expression de 

TGR5 pourrait être évaluée dans des cellules germinales traitées avec du GDNF ou du FGF2, 

qui représentent des acteurs clés de l’homéostasie des cellules souches germinales. Pour 

comprendre si TGR5 peut être régulé par des acteurs de la différenciation, le traitement de 

cellules ou de souris avec des acides rétinoïques, associé à l’analyse de l’expression de TGR5 

dans les différentes conditions, pourrait être réalisé.  

A plus long terme, il pourra être majeur d’étudier l’impact des gènes régulant 

l’expression du gène codant pour TGR5 sur les mécanismes évoqués dans nos travaux. En 

clinique, la modulation des gènes régulant TGR5 pourra également être évaluée et, ainsi, être 

potentiellement associée aux combinaisons de traitements dans le cadre du cancer germino-

testiculaire, mais également afin de minimiser la repro-toxicité des traitements anti-cancéreux. 

En effet, si les gènes impliqués dans la régulation de TGR5 se trouvent par exemple être des 

récepteurs, il pourra être intéressant d’étudier l’impact de leur activation ou de leur inactivation.  
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Au-delà de la régulation de l’expression de TGR5 dans le testicule, on sait que son 

activité peut également être modulée, notamment via la variation des concentrations et la 

biodisponibilité des ligands de TGR5 que sont principalement les acides biliaires.  

2. Modulation de l’activité de TGR5 

Il est connu que l’activité de TGR5 peut être modulée dans de nombreux cas. La 

régulation de l’activité de TGR5 implique la présence d’agonistes ou d’antagonistes. La 

biodisponibilité des agonistes, tels que les acides biliaires secondaires principalement, est donc 

un élément clé. Il existe de nombreuses pathologies associées à des variations des taux d’acides 

biliaires, et donc à terme capables de moduler l’activité de TGR5.  

Les troubles hépatiques sont connus pour être associés à des modulations des taux 

d’acides biliaires. La cholestase représente un trouble hépatique important. Elle est caractérisée 

par une diminution du flux biliaire des hépatocytes vers le système digestif, entraînant une 

augmentation des taux d’acides biliaires dans le foie et le sang notamment, conduisant à une 

inflammation et à des dommages dans les hépatocytes et les voies biliaires. 

Plusieurs études ont mis en évidence un lien entre les troubles hépatiques et les troubles 

de la fertilité (Durazzo, 2006; Mooradian et al., 1985). Dans une cohorte de 50 patients atteints 

d’hépatite C chronique, un tiers d’entre eux présente une hypofertilité et deux tiers sont stériles. 

Les patients présentent une diminution de 50 % du nombre de spermatozoïdes et des anomalies 

morphologiques de ceux-ci sont observées (Hofny et al., 2011). Chez des modèles animaux, la 

ligature des voies biliaires entraîne une accumulation des acides biliaires dans le foie, mimant 

la pathologie hépatique (Kiani et al., 2009). Dans ce contexte pathologique, une diminution du 

taux de testostérone plasmatique est observée. Par ailleurs, un modèle murin de cirrhose, induite 

par un agent chimique, conduit à une déstructuration de la BHT (Castilla-Cortázar, 2004). De 

plus, il a été mis en évidence, au sein de l’équipe, une corrélation entre les concentrations 

plasmatiques d’acides biliaires et la diminution du nombre de petits par portée (Baptissart et 

al., 2014). Cette étude a également démontré qu’un régime riche en acides biliaires, mimant 

une cholestase, entraînait des défauts de la BHT et que cet effet est contrecarré en l’absence de 

Tgr5, permettant de conclure que l’activation de TGR5 est impliquée dans ce mécanisme. Les 

troubles hépatiques conduisent à des modulations des taux d’acides biliaires pouvant entraîner 

des altérations testiculaires associées à l’infertilité et cet effet est dépendant de TGR5. 

L’utilisation d’un modèle de souris nourries avec un régime supplémenté en acide cholique 
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mène à un retard dans le redémarrage de la spermatogenèse après un traitement au busulfan, 

suggérant que les cholestases peuvent être impliquées dans ce mécanisme.  

Il a été démontré une altération majeure de la qualité des spermatozoïdes de mâles 

nourris avec un régime riche en acides biliaires. Cet effet conduit à des troubles métaboliques 

dans la descendance de ces mâles sur plusieurs générations et est dépendant de TGR5 

(Baptissart et al., 2018). Ceci pose la question sur l’impact d’une modulation de TGR5 à 

différents moments de la vie (néonatal, prépubère, adulte) et à long terme. Il est posé 

l’hypothèse que la modulation de TGR5 peut avoir un impact épigénétique sur la lignée 

germinale qui impliquera des altérations à long terme, notamment sur plusieurs générations.  

De manière intéressante, il est connu que des altérations épigénétiques sont impliquées 

dans le développement du cancer testiculaire et notamment que les TGTs de type séminomes 

présentent des niveaux de méthylation plus faibles que les non-séminomes. Il se pose donc la 

question de savoir si une modulation de TGR5 à un moment précis dans la vie de l’individu 

pourrait prédisposer au cancer testiculaire ou à l’infertilité. Il a récemment été démontré que 

TGR5 module DNMT3B, qui est une ADN méthyltransférase (Baptissart et al., 2018), 

impliquant un lien entre TGR5 et les modifications épigénétiques. Par ailleurs, sachant que les 

troubles hépatiques sont associés à l’infertilité, et que celle-ci est liée au risque de 

développement d’un cancer testiculaire, se pose la question de l’implication d’une cholestase, 

ou d’un autre trouble hépatique, via la modulation de l’activité de TGR5, sur le développement 

tumoral testiculaire. Il pourrait être intéressant d’observer le développement de TGTs chez des 

souris invalidées pour Pten et sur-exprimant Kras nourries avec un régime riche en acides 

biliaires afin d’étudier cette hypothèse. 

Au-delà des troubles hépatiques, on sait que la composition du pool d’acides biliaires 

est modulée dans d’autres pathologies. Le diabète de type 2, l’obésité, ainsi que la stéatose 

hépatique non alcoolique sont associés à des dysbioses ainsi qu’à des modifications de la 

quantité et de la composition du pool d’acides biliaires (Boursier and Diehl, 2015; Haeusler et 

al.; Lake et al., 2013; Prinz et al., 2015). Il est également connu qu’une hépatectomie majeure 

(résection d’au moins 3 segments hépatiques) est associée à une modification de la composition 

du pool d’acides biliaires en faveur d’acides biliaires hydrophobes et que TGR5 est impliqué 

dans ce processus (Bidault-Jourdainne et al., 2020). L’ensemble de ces données met en évidence 

qu’il existe de nombreuses causes pouvant modifier les taux d’acides biliaires ainsi que la 

composition du pool d’acides biliaires, conduisant ainsi à la modulation de l’activité de TGR5 
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dans différents tissus. Il serait pertinent d’étudier l’impact de ces modulations sur TGR5 dans 

le testicule dans les différentes pathologies et conditions citées dans ce paragraphe.  

Enfin, il serait important de comprendre si l’altération de l’homéostasie des acides 

biliaires, connue pour être impliquée dans les troubles de la fertilité, est impliquée directement 

ou s’il s’agit d’un effet indirect. Dans le cas où cet effet serait indirect, et comme discuté 

précédemment, l’implication du microbiote serait à évaluer puisqu’il est connu que la 

modulation du microbiote altère également la fertilité et qu’il existe des liens forts entre le 

microbiote et les pathologies hépatiques. Il serait intéressant d’étudier l’implication des 

pathologies hépatiques ainsi que du microbiote sur la physiologie et la physiopathologie 

testiculaire, notamment sur la fertilité, la régénération de la spermatogenèse après un traitement 

de chimiothérapie, mais également dans le cancer germino-testiculaire. 

Mes travaux ont donc ouvert de nouvelles perspectives sur le rôle de TGR5 dans la 

physiologie du testicule. Nous avons démontré un rôle majeur de TGR5 dans la 

spermatogenèse, principalement après un dommage testiculaire, mais également dans 

l’homéostasie des cellules souches testiculaires. Nos résultats suggèrent par ailleurs que TGR5 

pourrait être impliqué dans le cancer testiculaire.  
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Annexe 1 :  

Analysis of the Reversible Impact of the Chemodrug Busulfan on Mouse Testes. Cells 

(2021). 

Laura Thirouard, Hélène Holota, Mélusine Monrose, Manon Garcia, Angélique De Haze, Jean-

Paul Saru, Françoise Caira, Claude Beaudoin, David H Volle. 
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Abstract: Spermatogenesis is a process within the testis that leads to the production of spermatozoa.
It is based on a population of spermatogonial stem cells, which have the capacity to self-renew and
to differentiate throughout life to ensure the functions of reproduction are maintained. Male fertility
disorders are responsible for half of the cases of infertility in couples worldwide. It is well known
that cancer treatments are associated with reversible or irreversible fertility disorders. Busulfan
(Bu) is an alkylating agent that significantly inhibits spermatogenesis. The present study relied
on a combination of in vivo and in vitro approaches as well as RNAseq analysis to characterize
the effects of Bu, in which mouse testes were used as a model. An in silico analysis revealed that
many of the Bu-modulated genes are potentially regulated by the SIN3 Transcription Regulator
Family Member A (SIN3A) and E2F Transcription Factor (E2F) families of transcription factors. The
results demonstrate that the deregulated genes function in processes related to the cell cycle, DNA
repair, and cell death mechanisms, including the Tumor Protein 53 (TP53) pathway. This reinforces
the role of the TP53 signaling pathway as a major player in Bu effects. In addition, Bu altered the
patterns of mRNA accumulation for various genes in undifferentiated spermatogonia. This work
provides significant insight into the kinetics and impacts of busulfan, which could pave the way
for developing strategies to minimize the impact of chemodrugs and, thus, could lead to germ cell
lineage regeneration following anticancer treatments.

Keywords: spermatogonial stem cell; chemotherapy; depletion; regeneration and fertility

1. Introduction

Spermatogenesis is the process of spermatozoa production. In mammals, spermato-
genesis takes place in the testicles beginning at puberty and is constantly maintained
throughout life. The duration of spermatogenesis is 35 days in mice and 74 days in humans,
and the process is subdivided into several stages, each with a defined duration. The mainte-
nance of spermatogenesis requires spermatogonial stem cells, which self-renew throughout
life. These spermatogonial stem cells (SSCs) then enter a process of proliferation and
differentiation before meiosis is initiated and they become spermatozoa, which are released
into the lumen of seminiferous tubules.

For several decades, there has been a steady increase in fertility disorders, which
currently affect 10–15% of couples worldwide [1,2]. For 60% of men with fertility problems,
the defects correspond to an alteration in the production of spermatozoa by the testicle [3].
Cancer therapies, such as chemotherapy, are known to have significant negative effects
on male reproductive function, leaving many men permanently infertile due to changes
in spermatogenesis [4,5]. There are many different chemotherapy drugs, administered
intravenously or orally, that can be used alone or in combination to treat a wide variety
of cancers.
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Predicting long-term reproductive outcomes of cancer treatments in cancer survivors
based on the specific chemotherapy regimen may improve pretreatment fertility preserva-
tion counseling and future reproductive outcomes. Alkylating agents are the chemotherapy
molecules with the greatest impact on germ cell lineage. Indeed, alkylating agents have
been shown to cause long-term depletion of the spermatogonial pool [6].

Mouse rodent models have been effectively used to better decipher the impact of
chemodrugs on male fertility by evaluating their effects on male gonads and, more specif-
ically, on germ cell lineage. Although a combination of chemotherapy drugs is widely
exploited to improve cancer treatment in clinical settings, here, we analyzed the impact
of a single drug, namely, busulfan (Bu). Busulfan is an alkylating anticancer agent that
preconditions for hematopoietic stem cell transplantation for the treatment of chronic
myeloid leukemia. It acts preferentially by adding an alkyl group between two guanines
of the DNA or between a guanine and an adenine. The addition of this group results
in intra-strand bridge formation in the DNA leading to single-strand breaks that block
DNA replication and transcription. In the long term, the inhibition of cell proliferation and
differentiation was observed [7]. It has been demonstrated that exposure to chemotherapy
leads to testicular damage with germ cell loss. High doses of chemotherapy may lead to
complete depletion of the seminiferous tubules, resulting in permanent sterility. At lower
doses, germ cell recovery has been observed, as has been documented for busulfan expo-
sure. This work provides insight into the kinetics and impacts of busulfan that could pave
the way for developing strategies to minimize the impact of chemodrugs and thus to allow
for progression of the germ cell lineage, resulting in regeneration and recolonization of the
seminiferous epithelium.

2. Materials and Methods

2.1. Animals

The mice used in this study were based on the C57BL/6J background (Charles River,
abresle, France).

Mice were housed in temperature-controlled rooms with 12 h light/dark cycles. Mice
had ad libitum access to food and water. The refinement was based on the housing and
monitoring of the animals as well as the development of protocols that take into account
animal welfare. This was achieved by enriching the cages with cardboard tunnels and
mouse houses. The mice were housed in social groups, with cage sizes that complied with
the number of mice according to the legislation.

In the experimental design, two groups of 12-week-old mice were used—C57BL/6J
males treated with vehicle (DMSO, Sigma-Aldrich, L’Isle d’Abeau, France) or busulfan (Bu;
15 mg/kg) (Sigma-Aldrich, L’Isle d’Abeau, France). The animals were treated only once,
at the beginning of the experiment, with a single IP injection of 100 μL. The mice were
subsequently sacrificed at different time points. The organs were harvested at determined
times after busulfan exposure.

To determine the number of animals to use, we previously conducted experiments
to investigate Bu-induced testicular damage [8,9]. Busulfan treatment was expected to
be effective if it changed the value of analyzed parameters by 20%, and the results were
analyzed with p < 0.05 considered to indicate a statistically significant difference. The
calculation for the number of animals required to establish statistical significance of the
results found was a minimum of n = 16 animals per group.

This study was conducted in accordance with the current regulations and standards
approved by Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale Animal Care Commit-
tee and by the animal care committee (CEMEA Auvergne; protocol CE 07–12 (19 December
2012) and then renewed as APAFIS #: 19626-2020072312102562v3 (4 January2021)).

2.2. Fertility Test

The fertility tests started 6 weeks after treatment and continued for the following
15 days. Each male (n = 16 per group) was mated with a female C57BL/6J (Charles River,
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abresle, France) at night, and the males were removed from the female’s cage each day.
Vaginal plugs were monitored every morning at 8:00 a.m. After 14 days, the mating
efficiency was inspected and the numbers of pups per litter were counted.

2.3. Histology

The testes were collected, fixed in 4% PFA, and embedded in paraffin. Then, 5 μm
thick sections were prepared and stained with H&E (n = 6–10 animals per group).

2.4. In Vivo TUNEL Analysis

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) experiments
were performed as previously described [8] on 5 μm sections of a testis fixed in 4%
paraformaldehyde. In each testis, at least 100 random seminiferous tubules were counted
from at least 2 independent sections, and all the seminiferous tubules were analyzed
for the counting. The results are expressed as the number of TUNEL-positive cells per
seminiferous tubule.

2.5. Immunohistochemistry

In the next step, 5 μm sections were mounted on positively charged glass slides
(Superfrost plus), and then 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 × 5 min), and
washed (2 × 5 min) in phosphate-buffered saline (PBS). Immunohistochemical studies
were conducted according to the manufacturer’s recommendations. The slides were then
counterstained with Hoechst medium (1 mg/mL) (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) and
mounted on PBS/glycerol (50/50). For the histological and immunohistological analysis of
each section, all of the seminiferous tubules were counted. In each testis, at least 100 random
seminiferous tubules were counted from at least 2 independent sections.

2.6. Cell Line Approaches

GC2spd (ts) cells were obtained from ATCC (CRL-2196). GC1spg cells were used as
previously described [8]. Then, 24 h after plating, the cells were starved for 12 h and treated
with either DMSO or busulfan (200 μM).

2.7. Real-Time RT-PCR (qPCR)

The RNA from the GC1spg samples were isolated using RNAzol-RT (Sigma-Aldrich,
L’Isle d’Abeau, France). cDNA were synthesized from the total RNA with MMLV and
random hexamer primers (Promega, Charbonnières-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 Inc, Shiga, Japan) to measure the duplex DNA formation with
the Eppendorf Realplex system. For each experiment, standard curves were generated
with pools of cDNA from cells with different treatments. The results were analyzed using
the ΔΔct method, and the primer sequences were used previously [8,10–12].

2.8. RNASeq

The experiment was performed on GC1spg cells treated for 24 h with DMSO or
busulfan (200 μM). Starting with the RNA, all preparations were made using the genomeast
IGBMC platform (Illkirch). The mRNAseq libraries were sequenced (1 × 50 b).

Reads were mapped onto the mm10 assembly of the mouse genome using Hisat2
v2.1.0 [13] and the BoWtie2 v2.1.0 aligner [14]. Only uniquely aligned reads were retained
for further analysis.

The gene expressions were quantified using HTSeq v0.5.4p3 [15] with gene annotations
from Ensembl release 77.

Read counts were normalized across libraries with the method proposed by Anders
and Huber [16]. The groups were compared using the method previously described [17]
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and implemented in the DESeq2 Bioconductor library (DESeq2 v1.0.19). The resulting
p-values were adjusted for multiple tests using the method of Benjamini and Hochberg [18].

We generated lists of genes (FC > 1.25 and p < 0.01) that were differentially expressed
after Bu exposure.

The accession number for the RNAseq data reported in this paper is GSE164734.

2.9. Statistical Analyses

The number and type of replicates (e.g., technical replicates, independent experiments,
number of mice, and number of independent litters) are reported in the figure legends.
Error bars represent the SEM. Differences between the groups were determined by ANOVA.
All numerical data are represented as the mean ± SEM. The level of significant difference
was set at p < 0.05.

3. Results and Discussion

Busulfan has transitory effects on germ cell lineage at low doses. It has been demon-
strated that exposure to chemotherapy drugs leads to testicular damage with germ cell loss.
High doses of chemotherapy may lead to complete depletion of the seminiferous tubules,
resulting in permanent sterility. At lower doses, germ cell recovery was observed; this
has been documented in relation to busulfan exposure. Rodent experimental models were
used, and the exposure to busulfan was well controlled, allowing for germ cell reemer-
gence, which led to fertility recovery [19]. Using a dose compatible with germ cell recovery
(15 mg/kg), our results show that, after busulfan exposure, there was no impact of busul-
fan on body weight at 4 and 8 weeks compared with vehicle-treated animals (Figure 1A).
Regarding the urogenital tract, if no effect of Bu was noticed on the weights of seminal
vesicles, a decrease in the epididymis weight was observed at both 4 and 8 weeks after
Bu exposure compared with the control animals (Figure 1A). Interestingly, the testicular
weight was reduced at 4 weeks and then increased from this point, as observed at 8 weeks
(Figure 1A), suggesting an ability of germ cells to regenerate testicular epithelium over
time. This was correlated with the analysis of the percentage of seminiferous tubules with
altered or almost normal epithelium at 4 and 8 weeks after exposure, as illustrated by H&E
staining, which showed a huge loss in germ cells at 4 weeks and recovery by 8 weeks
(Figure 1B,C). In addition, our results show that Bu exposure led to a decrease in the
number of spermatogonia/spermatocytes, as revealed by G9A immunostaining at 4 weeks
(Figure 2A). The number of G9A-positive cells increased back to almost normal levels at
8 weeks (Figure 2B). This impact on germ cells was not associated with altered proliferation,
as highlighted by the percentage of positive PCNA on G9A-stained cells (Figure 2C). The
significant germ cell loss, mainly observed 4 weeks after treatment, was correlated with an
increase in apoptotic germ cells (Figure 2D). The retinoid pathway is demonstrated to alter
germ cell production and can lead to meiotic default associated with apoptosis [20]. Our
results show that, at 5 days following exposure, Bu led to decreased mRNA accumulation
of Stra8, a retinoid target gene (Figure 2E). The lower expression of Stra8 (Stimulated by
retinoic acid gene 8), a gene known to be involved in meiosis entry and progression [21],
suggests that Bu could be associated with impaired vitamin A homeostasis, explaining
some of the observed testicular phenotypes.

These results for testicular histology were supported by analysis of the number of
sperm cells produced, as revealed by the count of sperm cells in the head and tail of the
epididymis at both 4 and 8 weeks (Figure 3A,B). Interestingly, the impact was first noticed
at the head of the epididymis 2 weeks after Bu exposure, clearly illustrating the main
impact of Bu on spermatogenesis rather than on epididymis (Figure 3A,B). As expected,
Bu treatment was associated with a significant and progressive decrease in sperm cell
production at 4 and 8 weeks after treatment, which is consistent with the fact that the testis
did not recover its complete structure by 8 weeks. This was associated with a decrease in
the percentage of fertile males 8 weeks following Bu exposure (Figure 3C). Indeed, if 80%
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of vehicle-treated males were fertile, less than 50% were able to provide progeny in the
Bu-treated group.

Analyzing the impacts of Bu on mouse testes is quite complicated because it results in
a strong modulation of the representation of different testicular cell types. Thus, at 4 weeks,
molecular assays were previously used to track germ cell loss and the reciprocal enrichment
of somatic cells [8,9], resulting in an artificial increase in the mRNA accumulation of genes
expressed in somatic cells (Leydig cells: Lhcgr, or Sertoli cells: Fshr) and a decrease in genes
expressed in the germ cell lineage (Oct3/4, G9a, Ccna1, and Smad6). Then, a previously
published analysis of gene expression kinetics at 8 weeks showed that they reflected the
germ cell recovery, returning to an almost normal testicular cell composition and, thus,
showing a return to normal expression patterns compared with the vehicle-treated mice
(see our previously published work [8,9]).

Figure 1. Acute busulfan exposure alters testes in male mice. (A) Body, seminal vesicle, epididymis, and testis weights of
C57BL/6J males 4 or 8 weeks after busulfan or vehicle treatments. (B) Representative micrographs of hematoxylin/eosin-
stained testes of C57BL/6J males 4 or 8 weeks after busulfan or vehicle treatments. (C) The number of normal seminiferous
tubules of C57BL/6J males treated with the vehicle or busulfan (4 or 8 weeks after treatment). For all panels, the data were
obtained from at least three independent experiments; the number of animals per group is indicated in brackets below the
bars of the graphs. The data are expressed as the means ± SEM. Statistical analysis: ** p < 0.01, and *** p < 0.001 vs. the
vehicle group. Veh.: vehicle and Bu: busulfan.
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Figure 2. Acute busulfan exposure alters spermatogenesis and germ cell survival in male mice. (A) Representative
micrograph of vehicle- or Bu-treated testis stained for G9A (green) and PCNA (red). The arrowhead indicates G9A/PCNA-
positive cells, and the star indicates PCNA-negative and G9A-positive cells. (B) The number of G9A-positive cells per
seminiferous tubules in testes treated with vehicle or busulfan (4 and 8 weeks after treatment). (C) The percentage of
G9A-positive cells co-stained for PCNA in testes treated with vehicle or busulfan (4 and 8 weeks after treatment). (D) (Left)
Representative micrograph of testes of vehicle- or Bu-treated males stained for TUNEL. (Right) The number of TUNEL-
positive cells per seminiferous tubule of males treated with vehicle or busulfan (4 or 8 weeks after treatment). (E) Relative
Stra8 mRNA accumulation normalized to β-actin on testis after exposure to vehicle or Bu after 5 days. For all panels,
the data were obtained from at least three independent experiments; the number of animals per group is indicated in
parentheses below the bars of the graphs. The data are expressed as the means ± SEM. Statistical analysis: * p < 0.05,
** p < 0.01 vs. the vehicle group. Veh.: vehicle and Bu: busulfan.

As Bu exposure led to cellular modulation, we deciphered the effects of Bu using
cell line approaches. We analyzed the impact of Bu on two cell lines, the GC1spg and
the GC2spd (ts), which represent the spermatogonia/spermatocytes and spermatocytes,
respectively, and which are the cell populations impacted by Bu and almost completely
lost in mouse testes 4 weeks after the treatment.
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Figure 3. Busulfan alters germ cell production and male fertility in mice. (A) Sperm count in
the epididymis head of C57BL/6J males at 2, 4, and 8 weeks after busulfan or vehicle treatments.
(B) Sperm count in the epididymis tail of C57BL/6J males at 2, 4, and 8 weeks after busulfan or vehicle
treatments. (C) Percentage of fertile males 8 weeks after vehicle or busulfan treatment following
breeding with C57BL/6J females. For all panels, the data were obtained from at least the independent
experiments; the number of animals per group is indicated in parentheses below the bars of the
graphs. The data are expressed as the means ± SEM. Statistical analysis: * p < 0.05, ** p < 0.01 vs. the
vehicle group. Veh.: vehicle and Bu: busulfan.

A decrease in the number of GC1spg and GC2spd (ts) cells was observed 48 h after
treatment with Bu (Figure 4A,B). This is consistent with the in vivo histological analysis,
which highlighted that the first impact of Bu was noticed on spermatogonia, as revealed
by PLZF staining starting within the first week after exposure (Supplementary Figure S1).
We then decided to focus on GC1spg cells, which were more representative of PLZF +
cells. A higher level of apoptotic cells was observed 24 h after treatment with Bu compared
with the control cell group (Figure 4C). This could explain the decrease in the number of
adherent cells 48 h after Bu exposure (Figure 4C).
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Figure 4. Busulfan treatment leads to the alteration of germ cell numbers through apoptosis in the GC1spg cell line.
(A) Number of adherent cells after 24 or 48 h of treatment with vehicle or Bu in GC1spg cells. (B) Number of adherent cells
after 24 or 48 h of treatment with vehicle or Bu in GC2spd (ts) cells. (C) The relative number of TUNEL-positive of vehicle-
or Bu-treated GC1spg cells after 24 h. For all panels, the data were obtained from at least three independent experiments.
The data are expressed as the means ± SEM. Statistical analysis: * p < 0.05, ** p < 0.01 vs. the vehicle group. Veh.: vehicle
and Bu: busulfan.

To further analyze the impact of Bu, GC1spg cells were exposed to the vehicle or
200 μM Bu for 24 h. Of the deregulated genes, 37.3% were upregulated (427/1145) (Table S1)
and 62.7% (718/1145) were suppressed (Table S2) by Bu compared with the control group
(Figure 5A). Based on the p-value analysis, the RNAseq results show that the most deregu-
lated gene was Cdk1, the cyclin-dependent kinase, highlighting the impact on the cell cycle.
Among the genes downregulated by Bu in GC1spg cells, several genes were master genes
of undifferentiated germ cells, such as GDNF Family Receptor alpha 1 (Gfra1) (Figure 5B).
The RNAseq results show that the creatine kinase-1 (Ckmt1) was downregulated by Bu
(Figure 5B). Depletion of Ckmt1 induces mitochondrial depolarization and apoptotic cell
death. Consistently, the Bu exposure of GC1spg cells was associated with a decrease in
mitochondrial activity, as reflected by MTT experiments (Figure 5C).

Moreover, even if we had not identified this pathway in our in silico analysis of the
RNAseq data, it was described that an increase in lipid peroxidation was observed in
busulfan-treated testes after 1–2 weeks [22], suggesting an increase in reactive oxygen
species (ROS) production. Indeed, mice treated with melatonin after busulfan injection
showed enhanced spermatogenesis [23], and melatonin drives the expression of MnSOD
(manganese superoxide dismutase), which counteracts apoptosis caused by high levels of
busulfan-induced ROS [24].
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Figure 5. The RNAseq approach defined key targets of busulfan in the GC1spg cell line. (A) Venn diagram for differentially
expressed genes in GC1spg cells tr eated for 24 h with vehicle or 200 μM Bu. (B) Fold change of Gfra1 and Ckmt1 obtained
from the RNAseq data. (C) MTT data for the GC1spg cells treated for 24 h with vehicle or 100 μM or 200 μM Bu. (D) GSEA
data obtained for genes differentially expressed in Bu- vs. vehicle-treated GC1spg cells. (E) Representative Western blots
of GAPDH and Phospho-TP53 (P-TP53) and quantification of ratios in GC1spg cells treated with vehicle or Bu for 24 h.
(F) Representative Western blots of GAPDH and P21 and quantification of ratios in GC1spg cells treated with vehicle or Bu
for 24 h. (G) Relative Mmp24 mRNA accumulation normalized to β-actin on GC1spg cells treated for 24 h with vehicle or
200 μM of Bu. Veh.: vehicle and Bu: busulfan. * p < 0.05, vs. the vehicle group. Veh.: vehicle and Bu: busulfan.

The list of genes affected by Bu was analyzed for overrepresentation analysis of gene
ontology (GO) using Panther software (Table S3). GO analysis revealed enrichment in
genes related to the cell cycle through alterations in microtubules and involved in DNA
damage-associated processes [8].

The analysis of the Bu-altered genes, using Cistarget, revealed the SIN3A and E2F
families as potential regulators of a high proportion of these genes (see Tables S4 and S5).

Of the deregulated genes, 29.5% showed potential regulation by Swi-independent
chromatin modifier 3a (SIN3A). SIN3A influences gene expression during development
and differentiation through various transcription factors and in a cell-specific manner.
SIN3A is required for mitotic re-entry of gonocytes. Indeed, genetic inactivation of Sin3A
in the male germline leads to infertility, resulting from the early and penetrating apoptotic
death observed in germ cells lacking SIN3A and coinciding with re-entry into mitosis.

The E2F family is a potentially important regulator, as illustrated by E2F4, which
targets 250 out of the 1145 deregulated genes (around 32%). The E2F transcription factors
are primarily implicated in the regulation of entry and exit from the cell cycle. It has been
proposed that E2F families might interact to control the maintenance of testicular tissue
organization and the entry of undifferentiated quiescent spermatogonial cells into the mi-
totic proliferation, leading to meiosis and differentiation in the spermatozoa. Interestingly,
E2F6 has been shown to form a complex with the Polycomb (PcG) group protein, which
has a well-established role in gene silencing. RB/E2F and TP53 are intimately connected,
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and crosstalk between these pathways is critical for the induction of cell cycle arrest or
cell death in response to cellular stresses. Along that line, GSEA analysis revealed the
enrichment of genes associated with the TP53 pathway (Figure 5D). The analysis of KEGG
pathways from our RNAseq data, consistent with previously published results, highlighted
the main role of TP53 in the impact of Bu. The toxic effect of Bu is preferentially exerted on
G1 phase cells [25]. Busulfan-induced DNA damage results in an increased expression of
Tp53, leading to cell apoptosis [26]. The TP53 pathway activates BAX (Bcl2-associated X)
and the expression of target genes, such as Bax, Bid (BH3-interacting domain death agonist),
or Puma [27]. The induction of these genes allows for an increase in the permeability of
the mitochondrial membrane, leading to the release of cytochrome c and the induction of
apoptosis. Consistently, the level of phosphorylated TP53 was increased after Bu exposure
(Figure 5E). Moreover, a 2.5-fold increase of P21 protein accumulation, a known target of
TP53, was observed following Bu exposure compared with the control group (Figure 5F). In
addition, the role of TP53 in the impact of Bu was validated by qPCR through the analysis
of a known TP53 target, namely Mmp24, which was affected, according to the RNAseq
results, and validated using qPCR (Figure 5G). These results highlight the main role TP53
plays in busulfan-induced effects.

To validate some of the results from the in vitro studies on GC1spg cells, we analyzed
the expression of some genes by qPCR on the whole testis after a short period when the
impact on cellularity was not of importance. The results show that Bu led to a decrease in
Gfra1 at 3 days after the treatment (Figure 6A). In addition, 5 days after the exposure to Bu,
there was an increase in the TP53 target gene Mmp24 (Figure 6A).

 

Figure 6. Busulfan alters key genes of undifferentiated spermatogonia in male mice. (A) Relative Gfra1 and Mmp24 mRNA
accumulation normalized to β-actin on testes after exposure to vehicle or Bu after 3 or 5 days following exposure. (B) Relative
Thy1, Id4, Plzf, Gfra1, Fgfr2, Neurog3, and Miwi2 mRNA accumulation normalized to β-actin on FACS cell-sorted Thy1+ cells
1 week after exposure to vehicle or Bu. The data are expressed as the means ± SEM. Statistical analysis: * p < 0.05 vs. the
vehicle group. Veh.: vehicle and Bu: busulfan.
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Treatment with busulfan induces prolonged azoospermia, which is associated with
the major impacts of the treatment on spermatogonia. Indeed, busulfan has an early impact
on undifferentiated spermatogonia. Five days after busulfan treatment, a decrease of more
than 99% of undifferentiated spermatogonia was observed (Supplementary Figure S1),
leading to a major loss of other cell types between 2 and 4 weeks post-treatment. Then,
the number of undifferentiated spermatogonia was restored to a number similar to the
pre-treatment number; the time required for recovery of the number of undifferentiated
spermatogonia is dose-dependent [19]. Our results are consistent with this observation. The
effect of busulfan is indeed transient; once the number of undifferentiated spermatogonia is
restored, spermatogenesis resumes, and the number of cells in the seminiferous tubule and
fertility return to normal, although the recovery time is dose-dependent [19]. Regarding
the mechanisms at the testicular level, the capacity of germ cells to recolonize is dependent
on the population of spermatogonia. Our results highlight the impact on key genes of
undifferentiated germ cells. Indeed, using the THY1 + cell sorting of spermatogonia in
adult mouse testis, decreased mRNA accumulation of Thy1, Plzf, Gfra1, and Fgfr2 was
observed in the spermatogonia isolated from mice exposed to Bu compared to the control
animals (Figure 6B).

Within the testis, there are two subpopulations of undifferentiated spermatogonia,
Neurogenin 3 (NGN3)-negative cells, which show high stem cell potential, and NGN3+
cells, which show high differentiation potential [28]. The transcription factor NGN3 is
expressed in undifferentiated spermatogonia [29] and is required for the entry into the
differentiation of SSCs [30]. Undifferentiated spermatogonia expressing Ngn3 therefore
do not contribute to SSCs; however, after spermatogonial depletion (induced by busulfan
treatment), these cells are able to restore the stem cell pool, suggesting that the NGN3 + cells
have been “reprogrammed” into SSCs [31]. It appears that Dmrt1 is required to replenish
SSCs after germ line depletion [31]. The removal of Dmrt1 from NGN3-positive germ cells
was demonstrated to block the replenishment of Id4-GFP-positive SSCs and the recovery of
spermatogenesis after busulfan treatment. Moreover, it has also been shown that depletion
of Miwi2-expressing cells results in a transient impact on testicular homeostasis, with
this population behaving strictly as transit-amplifying cells under homeostatic conditions.
However, upon injury, Miwi2-expressing cells are essential for the efficient regenerative
capacity of the testis and display facultative stem activity in transplantation assays [32]. In
summary, the mouse testis adopted a regenerative strategy to expand stem cell activity by
incorporating a transit-amplifying population to the effective stem cell pool, thus ensuring
rapid and efficient tissue repair. Interestingly, the present results show that, during a short-
term period (1 week), Bu exposure was associated with a decreased expression of Neurog3
and Miwi2, markers of progenitor spermatogonia (Figure 6B). Note that no statistical impact
was observed for Id4, a main marker of SSCs (Figure 6B). This might explain how the germ
cell lineage could progress through SSCs, resulting in regeneration and recolonization of
the seminiferous epithelium.

4. Conclusions

The results of this study suggest that Bu treatment may initially impact both SSCs
and progenitor spermatogonia. However, it is interesting to note that Id4 expression was
less affected, which may partially explain how the germ cell lineage can reemerge in time.
Thus, this mechanism could represent a way to minimize the impact of chemodrugs on key
SSC genes, such as ID4, in order to stimulate their regenerative capacities. However, it still
remains to be determined if the differentiated germ cells are of an appropriate quality to
produce normal progeny and without the development of pathologies.

In view of our experimental approach, it is important to keep in mind that this
single-molecule approach is the first step to better understanding the chemosensitivity
of germ cells during chemotherapy treatment. However, it is now well recognized that
cancer treatments are more effective when chemotherapy molecules are administered in
combination. This strategy of cocktails of drugs is widely used to improve the treatments
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for patients. Indeed, combinations of molecules are known to improve the selectivity of
targets and, thus, to prevent the appearance of resistance to treatment. In anticancer drug
cocktails, the different chemotherapeutic molecules may work in the same or different
pathways to obtain synergistic, additive, and potentiating effects.

It is clear that chemotherapy cocktails must have differential effects compared to
exposure to single molecules. We now need to explore whether the identified effects of
Bu and potential downstream signaling targets could be extrapolated to protocols using
chemotherapy cocktails. Thus, there is still a significant amount of research needed to
identify if key markers of SSCs, such as ID4, could be associated with the impact of
chemodrugs, so as to target them for preserving stem cell populations, which could allow
for germ cell regeneration following anticancer treatment.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/
10.3390/cells10092403/s1. Figure S1: The number of PLZF-positive cells per seminiferous tubules
in testes treated with vehicle or busulfan (5 days after treatment). Table S1: List of genes decreased
by Bu versus the vehicle. Table S2: List of genes increased by Bu versus the vehicle. Table S3: Gene
ontology. Table S4: List of genes with potential E2F4 binding sites. Table S5: List of genes potentially
regulated by SIN3A.
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Besides their well-known roles in digestion and fat solubilization, bile acids (BAs) have been described 
as signaling molecules activating the nuclear receptor Farnesoid-X-receptor (FXRα) or the G-protein-
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well as altered glucose metabolism in later life. The majority of these phenotypic traits were maintained 
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The last decade has presented evidences that offspring development, behavior and physiology can be determined 
by parental experiences1. In particular, rodent models of paternal exposures to malnutrition, stress or environ-
mental contaminants have been associated with higher susceptibility to metabolic diseases across several gen-
erations2,3. Deeper explorations identified altered epigenetic patterns in mature sperm as strong candidates for 
multigenerational programming of diseases3–6.

Indeed, all along their differentiation male germ cells undergo dynamic epigenetic changes particularly sensi-
tive to environmental stressors. Germ cell genome is progressively methylated to reach high level of DNA meth-
ylation in mature sperm7. This process relies on the activity of the de novo DNA methyltransferase enzymes 
DNMT3a and DNMT3b that are highly expressed within the germline. After fertilization, most alterations of 
DNA methylation levels that may occur during spermatogenesis are erased to allow de novo programming of 
the embryo in both somatic and germ cell lineages. However, recent findings suggest that certain alterations 
can escape a functional erasure and be disseminated over subsequent generations contributing to epigenetically 
inherited traits8.

Beside DNA methylation, incorrect histone patterns have been shown to mediate the effects of parental expo-
sures on offspring health9,10. If most histones are replaced by protamines during spermiogenesis, 1% to 4% of the 
mature sperm genome remains associated with nucleosomes. Maintained on the paternal genome after fertiliza-
tion, the nature of histone modifications and their position on the genome will initiate the proper transcriptional 
program required for early development of the embryo. The histones inherited from the spermatozoa will also 
guide the processes of demethylation-methylation of the future zygote genome in both somatic and primordial 
germ cells. Independently or in interaction with DNA methylation, retained histones contained in the mature 
spermatozoa are potential messengers of the effects of parental exposures on offspring physiology.

It has been established that bile acids (BAs) act as signaling molecules and regulate many physiological 
functions, such as lipid, glucose and energy metabolisms via the modulation of their two main receptors: the 
G-protein-coupled bile acid receptor-1 (GPBAR-1, TGR5) and the nuclear receptor Farnesoid-X-receptor alpha 
(FXRα, NR1H4)11–13. In a recent report, we showed that chronic exposure to a diet supplemented with 0.5% 
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cholic acid (CA-diet) decreases sperm count and reduces male fertility. Testicular defects associated with the 
phenotype are dependent upon the activation of the membrane BA receptor Tgr5 within the germ cell lineage14.

Male germ cells contain fundamental epigenetic and genetic informations, which constitute the molecular 
basis of the paternal contribution to the next generations. Considering our previous finding, the question arises 
of whether BAs could impact germ cell integrity and contribute to the programming of phenotypic traits across 
multiple generations.

The present study shows evidence of altered DNA methylation levels in sperm cells from wild-type males 
exposed to CA-diet (F0CA;+/+). These differential methylation patterns are associated with high perinatal mortal-
ity in the first generation of pups originating from F0CA;+/+ founders (F1CA;+/+). In addition, surviving F1CA;+/+ 
offspring showed metabolic abnormalities, such as altered BA homeostasis and glucose intolerance at adult age. 
The F1CA;+/+ males are in turn able to transmit most of these phenotypic traits to the subsequent F2CA;+/+ gen-
eration. Interestingly, none of these developmental or metabolic abnormalities was observed in progeny born 
from CA exposed founders deficient for the gene encoding Tgr5 (F0CA;−/−). All together these data show that 
Tgr5 signaling pathways are critical to initiate multigenerational programming of phenotypic traits after paternal 
exposure to CA.

Results
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 &�	 We previously demonstrate that pathological level of bile acids alter male fertility via 
Tgr5 in response to adult exposure to a diet supplemented with 0.5% of cholic acid (CA-diet)14. Remaining ques-
tions are to define if CA-exposure can impair germ cell integrity and if it could contribute to multigenerational 
programing of diseases in progenies.

For that purpose, adult wild type (F0+/+) and Tgr5 knock-out (F0−/−) male founders were exposed to a control 
diet (CT) or the corresponding diet supplemented with 0.5%-CA (CA) as previously reported14. After 3.5 months 
of exposure, males of each group were bred with unexposed C57BL6/J females generating the experimental F1 
offspring (Fig. 1). Consistently with previous report14, 20% of the males exposed to CA-diet (F0CA;+/+) were sterile 
(Supplemental 1a). Moreover, 30% of F1CA;+/+ progeny, originating from fertile F0CA;+/+ male founders, died in 
the first 2 weeks of postnatal life (Fig. 2a). Surviving F1CA;+/+ pups showed lower body weight at post-natal day 15 
(PND15) compared with F1CT;+/+ originating from F0CT;+/+ founders (Fig. 2b). This difference was maintained 
up to adulthood (24 weeks old) (Fig. 2b). Males and females were affected in a similar way (Supplemental 1b,c). 
Interestingly, no impact of paternal CA exposure was observed in litters originating from Tgr5 knock-out mice 
(F1CA;−/−) compared to F1CT;−/− mice (Fig. 2a,b).

Figure 1. Experimental approach to analyze the multi-generational impacts of the paternal exposure to CA-
diet. Adult wild type (F0+/+) and Tgr5 knock-out (F0−/−) male founders were exposed to a control diet (CT) or 
the corresponding diet supplemented with 0.5%-CA (CA). After 3.5 months of exposure, males of each group 
were bred with unexposed C57BL6J females generating the experimental F1 offspring. These F1 males were 
then bred with unexposed C57BL6J females generating the experimental F2 offspring.
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Further analysis at PND15 showed higher hepatic BA levels in F1CA;+/+ group compared to F1CT; +/+ (Fig. 2c). 
According to previous studies15, altered BA homeostasis might contribute to postnatal lethality of F1CA;+/+. Again, 
no change in BA concentrations was observed in offspring originating from Tgr5 knock-out (F0CA;−/−) mice 
exposed to CA diet compared to control F0CT;−/− animals (Fig. 2c).

To determine whether early BA increase in F1CA;+/+ offspring was maintained and potentially associated with 
other metabolic defects at adulthood, we extended our analysis and performed glucose and insulin tolerance tests 
(GTT, ITT) (Fig. 2d,g). No change in hepatic concentrations of BAs was detected in adult F1CA;+/+ males com-
pared to F1CT;+/+ males (Fig. 2c). However, adult F1CA;+/+ males showed difficulties to restore glucose levels dur-
ing GTT compared to their respective controls (Fig. 2d,e). Consistently with an impaired glucose tolerance, the 
F1CA;+/+ males showed lower fasting insulin concentrations before and along the GTT protocol (Supplemental 1d) 
and lower abilities to normalize glycemia when challenged with exogenous insulin (ITT) compared to F1CT;+/+ 
males (Fig. 2f,g). Of note, no significant alterations of glucose metabolism due to paternal CA exposure were 
observed in F1CA;−/− offspring (Fig. 2d–g).

To gain functional insight into such altered metabolic signature, F1CA;+/+ and F1CT;+/+ male mice aged of 5 
weeks were challenged with a high-fat diet. After 35 days of treatment, F1CA;+/+ males showed a higher body 
weight gain compared to F1CT;+/+ (Supplemental Fig. 1e,f).

All together, these results demonstrate that paternal CA exposure increases susceptibility to developmental 
defects and metabolic disorders.
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Several evidences in the literature demonstrated that parental exposures could determine offspring physiology 
across several generations. After establishing perinatal lethality and impaired metabolism in F1CA;+/+ males, we 
raised the question of whether F2 offspring reproduced part of these phenotypic traits in the absence of fur-
ther exposure. For that purpose, F1+/+ males were mated to unexposed C57BL/6 females generating F2CA;+/+ or 
F2CT;+/+ offspring (Fig. 1).

Figure 2. Paternal exposure to CA-diet impacts F1 offspring. (a) Percentage of neonatal mortality in F1 litters 
obtained from F0+/+ or F0−/− fathers fed 3.5 months with CT or CA diet. (b) Body weight of F1CT;+/+, F1CT;−/−, 
F1CA;+/+ and F1CA;−/−mice at 1, 8, 15 and 168 postnatal days. (c) Hepatic bile acid levels in 15-days old and adult 
F1CT;+/+, F1CT;−/−, F1CA;+/+ and F1CA;−/− mice. (d) GTT in adult F1CT;+/+, F1CT;−/−, F1CA;+/+ and F1CA;−/− mice. 
(e) Area under the curve for GTT. (f) ITT in adult F1CT;+/+, F1CT;−/−, F1 CA;+/+ and F1CA;−/− mice. (g) Area under 
the curve for ITT. Data are expressed as means +/− SEM. In all panels for each group, n = 10–20 males from 3 
to 5 independent experiments; *significance; p < 0.05.
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CA exposure of F0 founders led to postnatal mortality in the corresponding F2 (F2CA;+/+) generation similarly 
to what was observed in the F1CA;+/+ offspring (Fig. 3a). At PND15, the surviving F2CA;+/+ showed lower body 
weight (Fig. 3b), associated with a clear but not significant increase in hepatic BA levels compared to the F2CT;+/+ 
males (Fig. 3c). At adulthood, if no difference in glucose tolerance was detected (Fig. 3d,e), F2CA;+/+ males showed 
enhanced sensitivity to exogenous insulin during ITT compared to F2CT;+/+ animals (Fig. 3f,g). These results show 
that paternal CA-exposure resulted in phenotypic abnormalities up to the F2CA;+/+ generation.

Breeding of F0−/− males with C57BL/6J females leads to genetic heterogeneity in the following generations. 
The analysis of these offspring is thus sub-optimal to establish if Tgr5 signaling is involved in the initiation of the 
multigenerational phenotypes resulting from paternal CA exposure. To encompass this limitation, we used a diet 
supplemented with oleanolic acid (0.07%-OA), known as a TGR5 agonist16. The OA specificity was confirmed 
using F0−/− males. In F0OA;+/+ males, activation of Tgr5 pathways after exposure to OA-diet led to lower sperm 
count and decreased fertility compared to control males (Supplemental Fig. 2a,b). Similarly to CA-diet, paternal 
exposure to OA-diet induced perinatal mortality, altered body weight at PND15, and reduced glucose tolerance 
in adult F1OA;+/+ males compared to F1CT;+/+ males (Supplemental Fig. 2c–e). Note that OA exposure has no effect 
on offspring originating from F0−/− male founders (Supplemental Fig. 2). Interestingly, the F2OA;+/+ generation 
showed increased neonatal mortality and lower body weight at PND15 compared to F2CT;+/+ pups (Supplemental 
Fig. 2f,g). Altogether, these last results provide evidences of multi-generational impacts of CA initiated in exposed 
F0 males by Tgr5 dependent pathways.
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 	'(+/+ sperm cells. To understand the molecular mecha-
nisms underlying the initial steps of this new model of multigenerational impacts of ancestral exposure, we next 
analyzed the effects of CA-diet on germ cell quality with a particular focus on epigenetic integrity.

During the last step of spermatogenesis, namely spermiogenesis, germ cells undergo a global chroma-
tin remodeling characterized by the replacement of most histones by protamines. In elongated spermatids, 
histone-protamine transition results in a tight compaction of the genome within the nucleus. Interestingly, elec-
tronic microscopy on F0 testes sections (Supplemental 3a) clearly showed altered DNA condensation in sper-
matids from F0CA;+/+ males suggesting defects in chromatin composition following CA treatment. However, no 
alteration in mRNA accumulation of either transition proteins (Tnp1 & Tpn2) or protamines (Prm1 & Prm2) 

Figure 3. Paternal exposure to CA-diet impacts F2 offspring. (a) Percentage of neonatal mortality in F2CA;+/+ 
and F2CT;+/+ males. (b) Body weight of F2CA; +/+ and F2CT;+/+ mice at 0, 15,168 postnatal days. (c) Hepatic bile 
acid levels in 15-days old and adult F2CA;+/+ and F2CT;+/+ mice. (d) GTT in adult F2CA; +/+ and F2CT;+/+ mice. (e) 
Area under the curve for GTT. (f) ITT in adult F2CA; +/+ and F2CT;+/+ mice. (g) Area under the curve for ITT. 
Data are expressed as means +/− SEM. In all panels for each group, n = 10–20 males from 3 to 5 independent 
experiments; *significance; p < 0.05.
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was observed (Supplemental 3b). In addition, no obvious change in H3 and H4 histones accumulation in mature 
sperm was detected in F0CA;+/+ or F0CA;−/− founders compared respectively to F0CT;+/+ or F0CT;−/− male mice 
(Supplemental 3c). These results suggested that histone-protamine signaling might not be critical to mediate the 
offspring phenotypes induced by paternal CA exposure.

Besides histone patterns, sperm DNA methylation is known to play a major role in developmental program-
ing of diseases. Interestingly, mature sperm cells from CA exposed founders (F0CA;+/+) showed global DNA 
hypo-methylation compared to those from F0CT;+/+ founders (Fig. 4a). In contrast, no global influence of CA 
exposure on DNA methylation levels in F0CA;−/− sperm cells was observed (Fig. 4a). The interplay between TGR5 
signaling pathways and sperm cell genome methylation was further supported by the increased abundance of 
5-methyl-Cytosine (5meC) in F0CT;−/− males compared to F0CT;+/+ male founders fed a control diet (Fig. 4a).

Conclusions from global DNA methylation analysis has been confirmed and implemented by a reduced rep-
resentation bisulfite sequencing (RRBS) approach realized on similar sperm DNA extracts (Fig. 4b,c). DMRs 
between CA-exposed and control founders were defined as regions containing CpG dinucleotides within a 
1000 bp window showing a concordant ≥25% methylation change with a q-value cutoff of 0.01.

In F0CA;+/+ sperm cells, 1343 CA-associated DMRs were identified compared to F0CT;+/+ group (Fig. 4b,c). The 
range of differential methylation across these DMRs was 25–68%. Consistent with global hypo-methylation, a 
majority of 798 hypo-methylated DMRs (59.41% total DMRs) were identified, whereas hyper-methylated DMRs 
showed 545 occurrences (40.58% total DMRs) (Fig. 4b,c).

Applying the same criteria for calling DMRs, RRBS analysis performed on F0CA;−/− sperm showed 
1417 CA-associated DMRs compared to F0CT;−/− sperm cells (Fig. 4b,c) with a range of differential methyla-
tion of 25–81%. While F0CA;+/+ showed a majority of hypo-methylated DMRs, F0CA;−/− DMRs were mostly 
hyper-methylated (58.01%) confirming our previous observations on global DNA methylation (Fig. 4b,c).

Functional analysis of RRBS reveals DMRs associated genes relevant with the multigenera-
tional phenotypes induced by paternal CA exposure. To understand how CA-associated methylation 
changes might have functional significance in the future embryo, we identified all annotated genes that directly 
overlapped at least one CpG showing 25% of differential methylation (Supplemental Tables 1–8). Focusing on 
gene boundaries (intron, exon) and their corresponding promoters; differentially methylated CpGs from F0CA;+/+ 
spermatozoa are contained within a total of 2165 annotated genes. In F0CA;−/− spermatozoa, 1928 differentially 
methylated genes were identified (Fig. 4d).

Figure 4. Paternal CA exposure alters global DNA methylation levels in sperm cells. (a) Global DNA 
methylation levels in spermatozoa of F0CT;+/+, F0CA;+/+; F0CT;−/−; and F0CA;−/− mice. (b) Pie charts of the relative 
percentage of hyper- or hypo- DMRs in spermatozoa of F0CT;+/+, F0CA;+/+; F0CT;−/− and F0CA;−/− mice. (c) 
Volcano plots of comparisons of all DMR assessed in RRBS analysis of spermatozoa from F0CT;+/+, F0CA;+/+; 
F0CT−/−; and F0CA;−/− mice. (d) Representation of specific and common differentially methylated sequences in 
F0CT;+/+, F0CA;+/+; F0CT;−/−; and F0CA;−/− mice. RRBS was performed on 1 experiment on 3 samples per group. 
Each sample is a pool of 3 individual mice. For a data are expressed as means +/− SEM. n = 8–12 per group 
from 3 independent experiments. *p < 0.05 vs. control diet group.
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Interestingly, the majority of differentially methylated genes determined in F0CA;+/+ sperm cells (69.74%) did 
not overlap with the ones observed in F0CA;−/− sperm cells (Fig. 4d). This set of 1510 annotated genes, specific to 
exposure of F0CA;+/+ males, might be of particular interest to explain the molecular basis of the multigenerational 
phenotypes induced by paternal exposure to CA-diet.

To gain functional insight, these 1510 associated genes, specifically observed on F0CA;+/+ sperm cells 
were analyzed for Biological process over-representation using PANTHER. Among the 7 categories statisti-
cally over-represented after applying the Bonferroni correction for multiple testing, 5 were associated with 
developmental processes. Of note, “embryonic development” presented the highest enrichment fold (+2.45) 
(Supplemental Fig. 4).

Additional comparisons for common functional annotations pathways were tested using Enrichr. According 
to the most updated KEGG database, genes associated with differential CpG methylation showed significant 
overlap with critical metabolic signaling including “insulin secretion” (P-value = 0.0006) and “glycolysis/gluco-
neogenesis” (P-value = 0.0280) (Supplemental Fig. 4).

Besides enrichment analysis, genes associated with differential CpG methylation only in F0CA;+/+ spermato-
zoa, were considered for their relevance with abnormalities described in offspring from CA-diet exposed males. 
This a priori read out of the RRBS dataset revealed altered methylation patterns associated with Fgfr4 and Klotho, 
genes encoding two critical regulators of BA homeostasis17.

Our next interest focused on the specific family of imprinted genes. Imprinted genes are defined by allele 
specific expression that relies on asymmetric 5meC patterns established on imprinted control region (ICR) dur-
ing gametogenesis. This set of genes is thus of interest in the context of germ cell DNA methylation changes in 
response to CA exposure. Out of a list of 84 known imprinted genes, 6 were overlapping differentially methylated 
CpGs in sperm cells from F0CA;+/+ males. Those genes include Peg10, Phlda2, Plagl1, or Kcnq1. Interestingly, 
improper dosage of Peg10 and Phlda2 are associated with defects in fetal and placental growth as well as sudden 
perinatal death in mouse. Of similar interest, Plagl1 or Kcnq1 dysregulation are responsible for impaired glucose 
tolerance associated with insulin secretion defects18,19.

Altogether, these functional interpretations are consistent with developmental and metabolic abnormalities 
described in offspring from CA exposed males. This suggests that sperm cells epigenome and more specifically 
defects in DNA methylation might contribute to the initiation of the phenotypic impacts of CA-diet across mul-
tiple generations.

CA associated DMRs in sperm cells are associated with transcriptional deregulation of func-
�
� 
���	���
���	&� ��	
 	�$�	�
!��	�%	'�	
 �	'+	�,���
 &�	 We next asked whether differential methyl-
ation in F0 sperm cells might prime the embryo to persistent transcriptomic deregulations underlying phenotypic 
traits shared across F1 and F2 progenies.

As a representative read out of metabolic defects, total RNA from the liver of both PND15 and/or adult off-
spring were tested for relative abundance using quantitative PCR. We first tested for transcript deregulation of 
genes associated with differential CpG methylation in sperm cells of CA treated F0 male founders. As similar 
deregulations between F0 sperm cells and offspring somatic tissue cannot be strictly expected, we also expended 
our analysis to a set of genes functionally related to those submitted to DNA methylation change in the CA 
exposed F0 germline.

At PND15, although hepatic transcript levels of Fgfr4 and Klotho were not altered (Supplemental Fig. 5), accu-
mulation of Cyp46a1 and Cyp7a1 were increased in F1CA;+/+; whereas no effect was observed in F1CA;−/− males 
compared to F1CT;−/− males (Fig. 5a). Same deregulation was observed in the liver of 15 days old F2CA;+/+ progeny 
originating from CA exposed grandfathers (F0CA;+/+) comared to F2CT;+/+ males (Fig. 5b). Cyp46a1 and Cyp7a1 
are encoding for enzymes directly involved in primary BAs synthesis. The functional significance of their tran-
script deregulation was supported by increased hepatic BAs levels measured in 2 weeks old F1CA;+/+ and F2CA;+/+ 
progenies from CA exposed F0 compared to control males (Fig. 2).

Always at PND15, Kcnq1 an imprinted gene associated with DMRs in F0 sperm cells, showed transcript dereg-
ulations in the liver of F1CA;+/+ and F2CA;+/+ offspring when compared to their respective controls (Fig. 5c,d). In 
the F1 generation, the decrease in Kcnq1 was dependent on paternal Tgr5 signaling as F1CA;−/− male transcript 
levels were not affected compared to F1CT;−/− (Fig. 5c).

In line with defects in glucose homeostasis, adult F1CA;+/+ males originated from CA exposed F0CA;+/+ 
founders showed consistent deregulation of G6Pase and Pepck mRNA accumulations compared with controls 
(Fig. 5e). No alteration of G6Pase and Pepck expression was observed in F1CA;−/− males compared to F1CT;−/− 
males (Fig. 5e). If insulin response was altered in F2CA;+/+ males, those individuals did not show any difference 
in hepatic mRNA accumulations of G6Pase and Pepck when compared to their respective control group (Fig. 5f). 
These data suggest that molecular mechanisms specific to each generation underlie common metabolic traits 
resulting from paternal CA-diet exposure.

���� dependent regulation of ���	
� within the germ cell lineage is a strong candidate to 
prime the phenotypic impacts of paternal CA exposure across multiple generations. To under-
stand how Tgr5 signaling pathways affect germ cell DNA methylation, we analyzed testicular abundance of tran-
scripts encoding for DNA-methyltransferases (Dnmts) (Fig. 6a and Supplemental 6). No impact of CA-diet was 
observed for Dnmt1, Dnmt3a and Dnmt3L (Supplemental 6), whereas a decrease of Dnmt3b mRNA accumulation 
was detected in testis of F0CA;+/+ compared to F0CT;+/+ founders (Fig. 6a). Of note, Dnmt3b mRNA accumulation 
remained unaffected in testis of F0CA;−/− males compared to their respective controls (Fig. 6b). Interestingly, 
F0CT;−/− mice showed an increased Dnmt3b mRNA accumulation compared to F0CT;+/+ founders (Fig. 6b). These 
results are consistent with previous quantification of global sperm DNA methylation, as well as the RRBS dataset 
obtained from F0 sperm.
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Dnmt3b is expressed in different cell types within the testis such as Leydig, Sertoli and germ cells7,20,21. To 
define if the observed deregulation of testicular Dnmt3b mRNA accumulation could be correlated with the 
impacts of CA exposure on DNA methylation levels within germ cell lineage, we performed immunohistochem-
istry for co-staining of Smad6, a marker of post-meiotic germ cells, and 5-methylcytosine (5meC). Consistently 
with the observed sperm cell DNA hypo-methylation, F0CA;+/+ males showed a lower proportion of seminif-
erous tubules containing post-meiotic germ cells co-stained for Smad6 and 5meC compared to F0CT;+/+ males 
(Fig. 6c,d). This effect was not observed in the testis of F0CA;−/− when compared to F0CT;−/− group (Fig. 6d).

The use of the spermatogonial cell line GC1-spg allowed demonstrating that Tgr5 signaling pathways control 
Dnmt3b expression within germ cell lineage. Indeed, GC1spg cells transfected with a siRNA directed against Tgr5 
showed higher mRNA accumulation of Dnmt3b compared to cells transfected with a control siRNA (Fig. 6e). 
Moreover, treatment of GC1-spg cells with deoxycholic acid (DCA) induced a significant decrease of Dnmt3b 
while transcript accumulation remained stable in cells transfected with a siRNA directed against Tgr5 (Fig. 6f). 
Those significant transcriptomic changes have been confirmed at the protein level (Fig. 6g). Altogether these 
results suggest that Tgr5 dependent regulation of Dnmt3b within germ cells can impact sperm DNA methylation 
and prime the phenotypic impacts of paternal BA exposure across multiple generations.

Discussion
A number of experimental animal models have shown that paternal exposure to metabolic stress can have a sig-
nificant influence on the susceptibility of future generations to diseases.

Figure 5. F1CA;+/+ males have altered BA metabolism. (a) Liver mRNA accumulation of Cyp46a1 and Cyp7a1 
normalized to β-actin mRNA levels in 15-days old F1CT;+/+, F1CT;−/−, F1CA;+/+ and F1CA;−/− mice. (b) Liver 
mRNA accumulation of Cyp46a1 and Cyp7a1 normalized to β-actin mRNA levels in 15-days old F2CT;+/+ and 
F2CA;+/+ mice. (c) Liver mRNA accumulation of Kcnq1 normalized to β-actin mRNA levels in 15-days old 
F1CT;+/+, F1CT;−/−, F1CA;+/+ and F1CA;−/− mice. (d) Liver mRNA accumulation of Kcnq1 normalized to β-actin 
mRNA levels in 15-days old F2CT;+/+ and F2CA;+/+ mice. (e) Liver mRNA accumulation of G6Pase and Pepck 
normalized to β-actin mRNA levels in adult F1CT;+/+, F1CT;−/−, F1CA;+/+ and F1CA;−/−mice. (f) Liver mRNA 
accumulation of G6Pase and Pepck normalized to β-actin mRNA levels in 15-days old F2CT;+/+ and F2CA;+/+ 
mice. Data are expressed as means +/− SEM. n = 8–12 per group from 3 independent experiments. *p < 0.05 
vs. control diet group.
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In the present study, we demonstrate that pathological concentrations of BA are responsible for multigener-
ational phenotypes (Fig. 7). Two generations of progenies from males exposed to CA-diet show developmental 
and metabolic abnormalities. These defects are associated with differential DNA methylation in the mature sperm 
of CA-exposed males. The main contribution of paternal Tgr5 signaling is supported by the fact that progeny 
originated from F0CA;−/− founders are protected from the adverse effects of paternal exposure to CA-diet. Further 
explorations suggest that Tgr5 dependent regulation of Dnmt3b expression within germ cells may constitute the 
primary molecular event linking paternal BA exposure to the epigenetic programming of diseases across multiple 
generations.

Our previous research identifies BAs as reprotoxic molecules affecting sperm number14. Testicular defects 
associated with the phenotype included a loss of cell junctions within the seminiferous epithelium as well as 
an increased cell death affecting advance stages of spermatogenesis. Those observations were dependent upon 
the activation of the membrane BA receptor Tgr5 within the germ cell lineage. Indeed, mice presenting a global 
deletion of Tgr5−/− were protected against fertility damages associated with BA exposure. In this present study, 
we show that the deletion of Tgr5 also protect progenies to negative phenotypic outcomes induced by paternal 
CA exposure.

These results were unexpected, as it has been demonstrated that upon CA-supplemented diet, the absence of 
Tgr5 worsens liver injury creating systemic conditions that are themselves responsible for reproductive abnor-
malities. Interestingly, hepatic parameters known to impact male fertility such as the Insulin-growth-factor-1 
(Igf1), and enzymes responsible for the catabolism of testosterone in hepatocytes, were similarly affected in 
F0CA;+/+ and F0CA;−/− males in response to CA-diet exposure14. This is the demonstration that systemic changes 

Figure 6. Adult CA-exposure alters male germ cells. (a) Testicular mRNA accumulation of Dnmt3b normalized 
to β-actin mRNA levels in adult F0CT;+/+ and F0CT;−/− male founders. (b) Testicular mRNA accumulation of 
Dnmt3b normalized to β-actin mRNA levels in adult F0CT;+/+; F0CT;−/−; F0CA;+/+ and F0CA;−/− male founders. (c) 
Immunohistochemistry of Smad6 and 5meC in testis of F0CT;+/+; F0CT;−/−; F0CA;+/+ and F0CA;−/− male founders. 
(d) Quantification of the relative percentage of seminiferous tubules with germ cells co-stained for Smad6 and 
5meC in testis of F0CT;+/+; F0CT;−/−; F0CA;+/+ and F0CA;−/− male founders. (e) mRNA expression of Dnmt3b 
normalized to β-actin levels in GC1spg germ cell lines transfected with siGfp or siTgr5. (f) mRNA expression 
of Dnmt3b normalized to β-actin levels in GC1spg germ cell lines transfected with siGfp or siTgr5 and exposed 
to vehicle or DCA during 24 hours. (g) DNMT3B protein accumulation normalized to ACTIN levels in GC1spg 
germ cell lines transfected with siGfp or siTgr5 and exposed to vehicle or DCA during 24 hours. Data are 
expressed as means +/− SEM. n = 8–15 per group from 3 independent experiments. In a, b, c and d: *p < 0.05 
vs. control diet group. In e, f and g: *Difference from the siGfp vehicle group; #difference from the siGfp DCA 
group. siGfp vehicle-treated cells were fixed at 100% for each siRNA condition.
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associated with CA treatment in both genetic backgrounds can’t explain the reproductive defects, which remained 
unique to wild-type mice.

We then raised the hypothesis that BA, without systemic intermediates, may act directly within the testis via 
Tgr5 dependent signaling pathways. In this study, the use of the spermatogonial cell line GC1-spg confirmed the 
activity of Tgr5 for the regulation of Dnmt3b expression within the germ cell lineage.

In conclusion and despite the limitations of systemic changes associated with non-tissue-specific gene dele-
tion, Tgr5 knock-out mice appear to be a reliable model to define the impacts of CA-diet on testis physiology. 
However, genetic heterogeneity of progenies originating from the mating of F0−/− males with wild-type females 
raised the limitations of our model to explore generational phenotype resulting from paternal BA exposure (in 
the following generations). We then used alternative strategy allowing genetic consistency while focusing on Tgr5 
specificity. Feeding F0+/+ and F0−/− males with oleanolic acid, a specific Tgr5 agonist, confirms the critical role of 
Tgr5 signaling to program phenotypic outcomes up to the second generation.

Adult exposure to CA-diet is known to reduce sperm count and decrease fertility rates. Beside the quantitative 
impact of BAs on reproductive function, the present study demonstrate that pathological concentrations of BAs 
are responsible for germ cell epigenetic abnormalities and disease programming on two generations of offspring. 
The last few years have seen increasing interest in investigating the epigenetic dimension of male fertility defects. 
Recently, human studies along with experimental model in rodents, describe a strong association between repro-
ductive disorders and sperm epimutations. A good illustration come from recent work showing that sperm col-
lected for the purpose of Assisted Reproductive Technologies (ART) present abnormal chromatin composition 
as well as altered DNA methylation patterns22. In mouse, exposure to endocrine disruptors such as vinclozoline, a 
fungicide known for its repro-toxic properties, increases spermatogenic cell apoptosis rate and alters sperm DNA 
methylation23. Interestingly, ART or paternal exposures to vinclozolin have both been associated with offspring 
phenotypes across multiple generations22. In this context, the impacts of supra-physiological BA concentrations 
on sperm epigenome define an original model of paternal inheritance where metabolic compounds can affect 
offspring.

Three major classes of epigenetic information remain the likeliest candidates to carry paternal information to 
offspring. Those include cytosine methylation, chromatin structure, and non-coding RNA.

In the present study, electronic microscopy realized on testes sections clearly showed altered DNA conden-
sation of spermatids in response to CA-diet exposure. Several reports link this feature to an alteration of the 
histone-protamine transition during spermiogenesis that would ultimately lead to abnormal retention of nucle-
osomes in mature sperm23,24. Even if our model of CA exposure is clearly associated to the observation of uncon-
densed spermatid nuclei, we were not able to detect substantial chromatin change in mature spermatozoa. The 
elimination of the most affected spermatids prior their release into the epididymis would explain this interesting 

Figure 7. Proposed scheme of the transgenerationnal impacts of paternal CA-diet exposure.
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discrepancy. Supporting this hypothesis, we previously demonstrate that CA exposure is responsible to sperma-
tid cell death. Further investigations using sensitive approaches must be considered to highlight potential subtle 
changes in chromatin geography or composition in spermatozoa that survived germ cell selection.

The major epigenetic change detected in sperm in response to CA exposure concern DNA methylation lev-
els. A first approach allowed us to identify a 30% decrease in global 5meC on sperm from F0CA;+/+ compared to 
controls. Interestingly several studies report that global hypo-methylation are correlated with poor pregnancy 
outcomes in IVF patients25. Consistently, reduced sperm DNA methylation is associated with decreased fertility 
in our model of BA exposure.

Changes in sperm DNA methylation are also known to affect the proper initiation of the transcriptional pro-
gram of the zygote. As a consequence, paternal DMRs have the potential to interfere with the early processes of 
cell differentiation and ultimately with the functional determination of embryonic tissues. Sperm DMRs are thus 
strong candidates to initiate a cascade of molecular alterations increasing susceptibility to diseases in later life.

In our model, changes in sperm DNA methylation induced by CA exposure are associated with high rates of 
neonatal lethality in the corresponding F1 and F2 progenies. Macroscopic observations of dead newborns reveal a 
broad range of phenotypic abnormalities. Further experimentations would be useful to characterize the nature of 
these developmental disorders to understand their origin. Later in life, surviving offspring develop metabolic syn-
dromes associated with increased BA concentrations as well as defect in glucose/insulin homeostasis. Altogether 
these data demonstrate that differential methylations in the sperm cells from CA exposed males are associated 
with phenotypic outcomes in two generation of progenies.

Understanding the mechanistic relationship between sperm DMRs and multigenerational phenotypes consti-
tute a real challenge. Many examples in the field demonstrate that differential methylations in sperm might not be 
strictly maintained in F1 tissues due to the dramatic epigenetic programming required for cell fate determination 
during development. However, sperm DMRs are expected to influence the expression of gene networks function-
ally related to those submitted to sperm DNA methylation changes.

Results obtained in the context of CA exposure are consistent with this model. We identified 2160 genes asso-
ciated with differential CpG methylations in the sperm of F0CA;+/+. Among them, 1510 were specific to F0CA;+/+ 
males. Even if the majority of them did not show differences in expression in the liver of the corresponding F1 and 
F2, enrichment analysis show that sperm differentially methylated genes are functionally relevant with transcrip-
tional changes associated with offspring phenotypes.

In this manuscript we demonstrate that paternal CA exposure can reproduce similar phenotypic traits up to 
the second generation through the male germline. This new example of transgenerational inheritance prompts us 
to understand how F1 spermatozoa could in turn carry the memory of ancestral CA exposure. In this study, we 
focused our interest on sperm DNA methylation. Global 5meC levels were clearly but not statistically decreased 
in sperm from F1CA;+/+ compared to F1CT;+/+ males (data not shown). Further analysis would be required to deci-
pher if F1 sperm present similar epigenetic changes than the one observed in F0 germ cells directly exposed to 
CA diet. Few examples in the literature show that differential methylation can be maintained in the male germline 
across several generations by escaping the primordial germ cells reprogramming. Another hypothesis would be 
that the phenotypic traits observed in the first generation of offspring are able to reproduce similar epigenetic 
alterations on their own germ cells.

The use of Tgr5 knock out mice as well as spermatogonial germ cell in vitro, shown that the activation of 
Tgr5 signaling by BA reduces Dnmt3b expression. Previous reports have shown similar deregulations of Dnmt3b 
expression in response to various reprotoxic molecules. In male rat, neonatal exposure to xeno-estrogens leads 
to decrease Dnmt3b levels in the germ cells leading ultimately to reduce DNA methylation23. In our model, Tgr5 
dependent regulation of Dnmt3b may constitute the primary molecular event linking paternal CA exposure, 
sperm hypo-methylation and developmental programming of diseases across multiple generations.

Our study provides fundamental findings that may contribute to a better understanding of how paternal expo-
sure to stressors can shape offspring physiology through several generations.

Altered BA homeostasis is the direct consequence of prevalent metabolic diseases affecting our society world-
wide. Along with liver failure, intestinal inflammation and obesity are all known to impact BA levels and bio-
chemical composition.

Beside their repro-toxic property, this study identified BAs as critical mediators of transgenerational metabolic 
diseases impregnation. Our conclusions will highlight important opportunities for prevention and therapeutic 
intervention in order to slow the growing epidemic of decreased sperm quality and its consequences on metabolic 
disease programing across generations.

Methods
Animals. Nine-week-old Tgr5+/+(F0+/+) and Tgr5−/− (F0−/−) mice used have been described elsewhere14. The 
mice used in this study were maintained as a C57BL/6J background and housed in temperature-controlled rooms 
with 12 h light/dark cycles. Mice had ad libitum access to food and water. Nine-week-old mice F0 founders were 
exposed to the D04 diet (Control) or the D04 diet, supplemented with 0.5% cholic acid (CA-diet) (SAFE, Augy, 
France) for 4 months. The experimental procedure to study the multi-generational transmission from F0 to F2 is 
reported in Fig. 1.

This study was conducted in accordance with standards approved by the local Animal Care Committee 
(Comté d’Ethique pour l’Expérimentation Animale Auvergne C2E2A; CE07-12 & 08-12).

Electron microscopy. Electron microscopy was performed as previously described26. Briefly, samples 
were set in 2% glutaraldehyde and 0.5% paraformaldehyde in cacodylate buffer at 4 °C for 24 h. Set testes were 
subsequently postfixed for 1.5 h in buffered osmium tetraoxide at 4 °C and embedded in Epon Araldite (Delta 
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Microscopies, Ayguesvives, France). Ultrathin sections were stained with uranyl acetate and examined with a 
Hitachi H-7650 transmission electron microscope (Hitachi Elexience, Verrières-le-Buisson, France).

Cell Culture. GC1‐spg cells were used as previously described14. GC1-spg cells were transfected with siRNA 
directed against Tgr5 or control siRNA. 48 hours after the transfection, cells were treated for 24 hours with vehicle 
or DCA (10 μM).

Glucose and insulin measurements. Colorimetric assays were performed as recommended by the man-
ufacturer (Glucose RTU, 61269, Biomerieux SA, France). Insulin measurements were performed using an EIA kit 
(A05105, Bertin Pharma, France).

Glucose tolerance test. Mice were fasted overnight. They were then challenged with glucose (2 g/kg). Blood 
glucose concentrations were measured at regular time points.

� ���
 	�����
 ��	�����	 Mice were fasted for 4 h and then challenged with insulin (1mU/g) by IP. Blood 
glucose concentrations were measured at regular time points, and blood samples were collected to determine 
insulin levels.

��
���
��	����)��	 RNA from testis samples was isolated using Nucleospin RNA L (Macherey-Nagel, 
Hoerdt, France). cDNA was synthesized from total RNA with the MMLV reverse transcriptase and random hex-
amer primers (Promega, Charbonnière-les-Bains, France). The real-time PCR measurement of individual cDNAs 
was performed using SYBR green dye (Master mix Plus for SYBR Assay, Eurogentec, Angers, France) to measure 
duplex DNA formation with the Eppendorf Realplex system. The sequences of primers are the following: Primers 
were used previously in the following articles14,27,28 or in Supplemental Table S9. Standard curves were generated 
with pools of testis cDNA from animals with different genotypes and/or treatments. The results were analyzed 
using the ΔΔct method.

3����
��4�
	���
0�
�
� �	 The cauda sperm isolation has been designed according to relevant protocols 
described in the literature. The cauda epididymides were gently squeezed to allow the caudal fluid to ooze out. 
After 15 minutes incubation at 37 °C, swimming sperm containing in the media were transferred to a new tube. 
Sperm were collected by centrifugation at 2000 × g for 2 minutes, followed by two 1X PBS wash before freezing 
down. Sperm sample purity was confirmed by microscopic examination. The purity of the sperm was evaluated 
at the sacrifice when the sperm cells were collected. The overall percentage of purity was around 95% to 99%.

DNA methylation analysis. DNA was extracted from sperm cells, and global methylation levels were then 
quantified using an ELISA kit (P-1014B-48, Euromedex).

Reduced representation bisulfite sequencing (RRBS). RRBS was performed by Diagenode. 
Sequencing on an Illumina HiSeq3000. Quality control of sequencing reads was performed using FastQC. 
Adapter removal was performed using Trim Galore! version 0.4.1. Reads were then aligned to the reference 
genome using bismark v0.16 software, followed by methylation calling using the corresponding bismark func-
tion. The comparisons between the RRBS data sets were carried out using methylKi, with the mm10 refGene 
and CpG island annotation from UCSC. Differentially methylated CpGs, and differentially methylated regions 
(DMRs) were identified (the latter with a window size of 1000 bp, which had been found to include most DMRs). 
Both differentially methylated CpGs and differentially methylated regions (width 1000 nts) were identified for the 
data set, with a percent methylation difference cutoff of 25% and a q-value of 0.01. The percentages of hypo- and 
hypermethylated CpGs were plotted on a bar chart per chromosome. Additionally, the differentially methylated 
CpGs were annotated with different genomic regions, along with CpG island and shore coordinates and their 
distribution.

���� �$
����$��
�����	 5 μm paraffin sections of testes fixed with PFA4% solution were performed and 
mounted on positively charged glass slides (Superfrost plus), deparaffinized, rehydrated, treated for 20 min at 93°–
98 °C in 0.01 M citric buffer (pH 6), rinsed in osmosed water (2 × 5 min), and washed (2 × 5 min) in Tris-buffered 
saline (TBS). Immunohistochemical studies were conducted according to the manufacturer’s recommendations, 
as described earlier29. Slides were then counterstained with Hoechst medium (1 mg/mL). The antibodies used 
were Smad6 (Santa Cruz; sc 6034) and 5meC (Abcam; ab10805).

Western Blot. Proteins were extracted from tissues using lysis buffer (0.4 M NaCl, 20 mM HEPES, 1.5 mM 
MgCl2, 0.2 mM EDTA, 0.1% NP-40, 1 × protease inhibitors [Roche Diagnostics]). Antibodies were used in TBS, 
0.1% Tween, and 10% milk. The antibodies used are H3 (Santa Cruz; sc 8654) and H4 (Cell Signaling; 2935 S) and 
DNMT3b (Abcam; ab16049).

Statistics. For statistical analysis, student t-test or ANOVA analysis were performed using the statistical soft-
ware package SigmaStat 3.0. Data are mean ± SEM. p value less than 0.05 was considered significant.
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