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La signalisation
FSH a-t-elle
un sexe ?

Charlotte Lécureuil, Elodie Kara, Florian Guillou,

> La FSH représente le principal contrdle endocri- Danielle Monniaux, Pascale Crépieu

nien de la reproduction des Mammiferes. Cette
hormone cible les cellules somatiques des gona-
des qui assurent les apports nutritifs des cellules
germinales : les cellules de Sertoli du tube sémi-
nifere et les cellules de la granulosa entourant
I"ovocyte, au sein du follicule ovarien. La FSH
induit des réponses biologiques analogues dans
les deux types de cellules, puisque, en fonction
du stade de développement, elle stimule leur
prolifération ou leur différenciation. Pourtant,
Iinvalidation du récepteur de la FSH chez la
souris aboutit a une stérilité totale chez la
femelle, mais pas chez le madle. La FSH n’a donc
pas la méme importance dans les deux sexes.
Pour autant, induit-elle des mécanismes de
signalisation distincts dans ses cellules cibles ?
Uobjectif de cette synthese est de comparer les
mécanismes de signalisation induits par la FSH
dans la physiologie ovarienne et testiculaire. <

Uhormone folliculo-stimulante (FSH) est une hor-
mone-clé de lareproduction. Sécrétée par I’hypophyse,
elle régule une centaine de génes dont "expression au
niveau des gonades conduit in fine a "accomplisse-
ment de la gamétogenese, dans les deux sexes. Pour y
parvenir, la FSH agit via un récepteur a sept domaines
transmembranaires, le R-FSH, sélectivement exprimé
par les cellules somatiques, c’est-a-dire les cellules
de Sertoli chez le madle et les cellules de la granulosa
chez la femelle, qui constituent le support physique
et métabolique des cellules germinales en maturation
dans les gonades. L'analyse phénotypique d’hommes
et de femmes porteurs de mutations du R-FSH révele
que la FSH n’a pas la méme importance dans la fer-
tilité selon le sexe (Tableau IA). Ainsi, une mutation
inactivatrice du R-FSH provoque une infertilité totale
chez la femme [1] alors que la fertilité des hommes
porteurs de la méme mutation présente toutes les
variantes allant de normale a sévérement altérée [2].
De la méme fagon, I’invalidation du gene codant le R-
FSH chez la souris phénocopie les mutations retrouvées
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naturellement dans I"espéce humaine (Tableau IB). Les
femelles sont complétement infertiles, elles n’ont pas
d’ovulation car le développement de leurs follicules
est bloqué a un stade précoce, avant la formation de
"antrum (Figure 1B). €n revanche, les mdles restent
fertiles malgré une spermatogenése désorganisée et
une diminution de la sécrétion d’androgénes [3, 4].
Ces différences phénotypiques s’expliquent-elles par
une fonction biologique distincte de la FSH chez le
male et chez la femelle ? La fonction principale de la
FSH est de réguler les phases de prolifération et de
différenciation des cellules de Sertoli et de la granu-
losa. Cependant, ces phases de prolifération/diffé-
renciation ont lieu a des moments distincts au cours
du développement. €n effet, les cellules de Sertoli
proliféerent durant la vie embryonnaire et périnatale
jusqu’au moment de la mise en place de la barriere
testiculaire, peu avant la puberté. La population de
cellules de Sertoli a alors atteint sa taille définitive
pour toute la vie, leur apoptose étant anecdotique
(Figure 1A). Puisque chaque cellule de Sertoli ne peut
supporter qu'un nombre maximal de cellules germi-
nales, le nombre de cellules de Sertoli présent dans
les tubes séminiféres a la puberté conditionne direc-
tement le rendement de la spermatogenése. Chez la
femelle, c’est pendant la vie feetale que se constitue
la réserve ovarienne de cellules germinales au sein des
follicules primordiaux. Dés leur formation, et tout au
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long de la vie de la femelle jusqu’a épuisement de cette réserve, des
follicules primordiaux peuvent entrer en croissance et se développer
jusqu’a Povulation ou dégénérer par atrésie pour plus de 99 % d’en-
tre eux (Figure 1B). Au sein des follicules, les cellules de granulosa
proliférent activement, puis se différencient en cellules stéroidoge-
nes au cours du développement terminal des follicules ou dégéne-
rent par apoptose dans les follicules atrétiques. La FSH est le chef
d’orchestre de ce développement folliculaire dont elle contrdle a la
fois la prolifération et la différenciation. De plus, elle protége des
follicules de I’atrésie en inhibant ’apoptose et c’est principalement
par ce biais que 'action de la FSH dans la granulosa se démarque de
celle qu’elle assume dans la cellule de Sertoli.

Limplication de la FSH dans le développement des cellules de Sertoli
et de la granulosa pousse a s’interroger sur la nature des mécanismes
de signalisation induits par I’hormone chez le mdle et chez la femelle.
L'objet de cet article est de répertorier certains de ces mécanismes
ainsi que les génes-cibles dont ils régulent I"expression afin d’en
dégager les conséquences au niveau de la physiologie de la reproduc-
tion de chaque sexe.

La PKA, carrefour obligé
de toute la signalisation FSH ?

Historiquement, la voie AMPc-PKA (protéine-kinase
AMPc-dépendante) a été la premiere voie de signalisa-
tion impliquée dans la réponse a la FSH. Il semble bien
que cette voie soit aussi requise pour 'activation de la
plupart des mécanismes de signalisation induits par la
FSH. Aussi bien dans la cellule de Sertoli que dans celle
de granulosa, I'activation de I"adénylate cyclase par la
FSH augmente la concentration intracellulaire en AMPc
qui stimule a son tour la PKA. La PKA est responsable de
la phosphorylation/activation de nombreux facteurs de
transcription dont ceux de la famille CREB/CREM [5].
Une fois phosphorylé, CREB stimule la transcription de
nombreux génes marqueurs de la fonction des cellules
de Sertoli et de granulosa (Figure 2) ou encore des génes
de prolifération comme les genes de cyclines D. Chez le
mdle, I'importance de la phosphorylation de CREB pour

A
Type . Localisation Effet chez Effet chez Etudes en lignées
. Mutation . Gz
de mutation de la mutation I’homme la femme hétérologues
€n cellules MSC-1, la
Mutation mutation réduit I’expression
inactivatrice Spermatogenése Mutation associée du R-FSH et la transduction
fréquente dans Domaine plus ou moins altérée,  a des dysgénésies du signal mais pas 'affinité
la population Ala*®Val extra-cellulaire mais pas ovariennes avec du R-FSH pour la FSH [1]

du nord-est du R-FSH
de la Finlande

(1%)

Invalidation
génique Chez le male

chez la souris

Femelles infertiles, blocage du

. Males fertiles, taille
Chaine b de la FSH ) L
testiculaire réduite [28]

[28]

Degré variable d’altéra-
tion de la fertilité,

. développement
R-FSH spermatogenése
désorganisée, rendement

spermatique réduit [3, 4]

d’azoospermie ni de
stérilité totale [1, 2]

Chez la femelle

développement folliculaire au
stade pré-antral, anovulation
Femelles infertiles, blocage du

folliculaire au stade

pré-antral, anovulation [3]

hypergonadotropisme. La majorité des récepteurs

Femmes infertiles [1] synthétisés n’est pas
adressée a la membrane

plasmique [27]

la fertilité a été montrée en surexprimant
in vivo, dans les cellules de Sertoli, un
mutant de CREB non phosphorylable. Il
en résulte une spermatogenese perturbée
avec une apoptose des spermatocytes, ce
qui suggere que CREB est nécessaire a la
production d’un facteur dérivé des cellules
de Sertoli nécessaire a la survie des cellules
germinales [6]. De méme, chez la femelle,
I’activation de CREB par la PKA joue un réle
majeur dans la différenciation des cel-
lules de granulosa induisant I'expression

Tableau I. A. Effets d’une mutation naturelle inactivatrice du R-FSH (récepteur FSH) chez
I’homme et chez la femme, ainsi qu’en systéme hétérologue. La mutation Ala'®*Val a été identi-
fiée dans la population finlandaise, mais n’est pas retrouvée dans d’autres populations (notam-
ment en Suisse, au Danemark, et a Singapour [26]). Uanalyse de cette mutation en cellules de
Sertoli immortalisées montre que le R-FSH Ala'®Val est mal adressé & la membrane plasmique.

B. Phénotypes observés chez la souris dont le géne de la sous-unité [ de la FSH ou le géne du

R-FSH a été invalidé.
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de I'aromatase et du récepteur LH dans
les follicules pré-ovulatoires. D’autres
facteurs de transcription tels que Spl,
NF-icB, SF-1, USF, NF-1, HIF-1ct et C/EBPP
sont également activés par des taux élevés
d’AMPc intracellulaires [7].

€n réponse a la FSH, la PKA stimule les
MAP kinases de type ERK dont I’activa-
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tion est nécessaire a "action mitogéne de I’hormone sur
les cellules de Sertoli immatures et sur les cellules de
granulosa. Dans les cellules de Sertoli immatures, les
€RK stimulent I"expression de la cycline D1 et I'activité
du régulateur transcriptionnel €2F1. A I’inverse, dans les
cellules de Sertoli d’animal pré-pubeére qui sont en cours
de différenciation terminale, la FSH inhibe les ERK [8],
mais aucune donnée, a ce jour, n'indique que leur inac-
tivation est causale dans la différenciation sertolienne.
Chez la femelle, en réponse a la FSH, les ERK stimulent
I’expression de la cycline D2 dans les cellules de granu-
losa immatures [9], participant ainsi a la régulation de
leur prolifération. Les ERK sont également activées par
la FSH dans les cellules de granulosa en cours de dif-
férenciation ; la synthese d’cestradiol, qui caractérise
les cellules de granulosa différenciées, serait régulée
par un équilibre entre les MAPK €RK et p38, toutes deux
activées par la PKA sous I'action de la FSH.

Chez les Rongeurs, les cellules de granulosa stimulées in vitro
par la FSH s’arrondissent et s’agregent entre elles. La p38
MAPK semble étre impliquée dans ce processus puisque son
inhibition pharmacologique empéche cette modification de
forme induite par la FSH. Uactivation PKA-dépendante de
cette voie par FSH permet la phosphorylation de la protéine
HSP-27 qui participe a la réorganisation des filaments d’ac-
tine [10]. Leffet de la FSH sur la forme des cellules de Sertoli
en culture et sur I'activation de la p38 MAPK n’a pas été

exploré. Cependant, 'adhérence des cellules de Sertoli au

substratum affecte I'activation des ERK par la FSH qui n’est

possible que lorsque les cellules de Sertoli sont cultivées sur

un support. Cette perte d’activation des €RK en réponse a la FSH lorsque les
cellules sont maintenues en suspension est dépendante de I’AMPc [11].

La mise en évidence récente de I’activation de la p70 Sé kinase par la
FSH, via I'activation de la PKA, a soulevé la possibilité que I’hormone
puisse réguler ses genes cibles au niveau de leur traduction. €n effet,
la p70 Sé kinase est impliquée dans la phosphorylation de la protéine
ribosomale S6 ou dans celle du facteur elF-4B (eukaryotic initiation
factor-4B), I'un des constituants du complexe d’initiation de la traduc-
tion. Elle est activée par la FSH d’une maniere AMPc-dépendante aussi
bien au cours de la différenciation folliculaire que sertolienne, mais,
curieusement, son mode d’activation est tres différent: la FSH induit
la phosphorylation de la Thr 389 dans la granulosa [12], mais pas dans
la cellule de Sertoli dans laquelle la FSH active I"enzyme en déphospho-
rylant son site Thr421/Ser424 [13]. €n d’autres termes, contrairement a
ce qui est observé dans la granulosa, le mode d’activation de la p70 S6
kinase par la FSH dans la cellule de Sertoli est tres différent du modele
classique d’activation de cette enzyme par les récepteurs a activité
tyrosine kinase comme celui de I'insuline par exemple.

Une régulation fine du niveau d’AMPc
par la FSH chez le mdle et la femelle

La concentration d’AMPc dans la cellule est dépendante a la fois de son
taux de synthése par les adénylate-cyclases et de son taux de dégra-
dation par les phospho-

A Chez le mdle : sur ’'espace d’une vie...

naissance

A

prolifération

4

€ -——>
terminale

B Chez la femelle : plusieurs milliers de fois par vie...
apoptose

o

différenciation spermatogenese '

différenciation

diestérases (PDE). Dans
cellule péritubulaire les cellules de Sertoli et de
spermatogonie
spermatocyte
spermatide
spermatozoide
cellule de Sertoli
lame basale

lumen

granulosa, la FSH régule la
synthese de certaines PDE
de maniere dépendante
de I’AMPc. Cette régula-
tion est importante pour

: -
.

la physiologie ovarienne
puisque, chez les souris
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terminale du niveau basal d’AMPc
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@,""
—

follicule follicule follicule

follicule

follicule a
primordial primaire pré-antral début d’antrum a antrum

ATRESIE

Figure 1. A. Le développement sertolien, de la vie feetale au stade adulte. Sur la droite est représentée une coupe
transversale de tube séminifére. On voit les cellules germinales aux différents stades de leur maturation, enchds-

sées dans la hauteur des cellules de Sertoli. B. Les principales étapes du développement folliculaire ovarien

incluant le développement des cellules de granulosa.
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vascularisation
theque externe
theque interne

granulosa

est responsable d’une
diminution de sensibilité

des cellules de granu-
losa aux gonadotropines
et d’une perturbation de
Povulation [14].

Un autre moyen de régu-
ler finement la concen-

pré-ovulatoire

OVULATION

tration intracellulaire
en AMPc est la désensi-
bilisation du R-FSH qui
s’initie dans les minutes

qui suivent I’exposition
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des cellules a ’hormone et résulte du découplage du

récepteur activé de ses effecteurs intracellulaires.

Dans la cellule de Sertoli, comme dans celle de granu-

losa, la désensibilisation du R-FSH se traduit par une

diminution de la production d’AMPc. La PKC} pourrait
étre impliquée dans la désensibilisation du R-FSH dans des cellules
de granulosa en lignée [15]. Dans les cellules de Sertoli, "exposi-
tion a la FSH s’accompagne du recrutement quasi-immédiat a la
membrane plasmique de kinases spécifiques des récepteurs couplés
aux protéines G, les GRK (G-protein coupled receptor kinases). Leur
surexpression conduit a une diminution du signal AMPc, ce qui illustre
bien leur réle dans la désensibilisation du R-FSH [16]. La GRK la plus
largement exprimée dans la cellule de Sertoli est la GRK2 (G protein-
coupled receptor kinase 2). Or, des études en lignées hétérologues
ont montré que le R-FSH est phosphorylé par la protéine kinase C
et par la GRK2 [17]. €n présence prolongée d’hormone, il existe un
second mécanisme de désensibilisation a la FSH qui passe par la
perte d’expression de ’ARNm de son récepteur (down-régulation).
Cette down-regulation dépend d’un répresseur de I'activité trans-
criptionnelle de CREM dépendant de I’AMPc, ICER [18]. Pour Iinstant,
on ignore toujours les bases moléculaires de la désensibilisation du
R-FSH et de la down-regulation de la réponse FSH dans la cellule de
granulosa, bien que les protéines impliquées dans ces mécanismes y
soient aussi exprimées.

Action concertée de la FSH et de I’IGF
pour le contrdle de la prolifération

et de la différenciation des cellules
de Sertoli et de granulosa

La FSH stimule le métabolisme des hydrates de carbone
qui est particulier aux cellules de Sertoli. €n effet, ces
cellules convertissent majoritairement leur glucose en
lactate que les cellules germinales post-méiotiques
préferent au glucose comme source principale d’éner-
gie. C’est d’ailleurs la que se situe I'une des fonctions
nourricieres principales des cellules de Sertoli vis-a-vis
des cellules germinales. Cette fonction est stimulée par
la FSH qui accélére le transport du glucose a Iinitia-
tion du processus et augmente I'activité de la lactate
déshydrogénase, enzyme qui convertit le pyruvate en
lactate en fin de chaine métabolique. Chez le jeune,
la FSH stimule la production de lactate en agissant de
conserve avec un régulateur bien connu du métabolisme
glucidique, I'IGF1 (insulin-like growth factor1) [19].
Or, dans la suite du développement post-natal, la FSH
se substitue progressivement a 'action de I’IGF1 [20].
La voie PI-3 kinase est impliquée dans la production
de lactate par les cellules de Sertoli, indirectement par

I"IGF-1 chez le jeune, et de fagon auto-

== FSH
T

!I% RISEARN
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Adénylate
cyclase

kinases
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| AMPc/PKA |

facteurs de

NF-kB USF C/€BP SFVI NF1

transcription l \ / J
b i
AMH  PKA-RIIB tEA SCF = ;o-inhibine  genes cibles
a'roma’tase K R—Llfl

Figure 2. Mécanismes de signalisation AMPc ou PKA-dépendants dans les cellules de Sertoli (trait
plein) et de granulosa (trait pointillé) stimulées par la FSH. A droite de la figure sont indiquées
les kinases concernées, en bas, les facteurs de transcriptions et les génes cibles dont ils régulent
I’expression. On constate qu’il y a relativement peu de fleches en commun, car les différents
genes et mécanismes de signalisation n’ont pas toujours été équitablement étudiés dans chaque
sexe, ce qui complique la comparaison. AMH : anti-miillerian hormone ; USF: upstream stimu-
lating factor; C/EBPP: CCAAT-box/enhancer-binding protein [3; SF1: steroidogenic factorl;
CREB : cyclic AMP response (CRE)-binding protein ; SCF : stem cell factor ; HIF-1: hypoxia-induc-

tible factor 1.
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forme cellulaire
et adhérence

“» aromatase

nome par la FSH a partir de la puberté
(Figure 3A).

De la méme fagon, les effets de la
FSH et I’IGF1, qui contrélent tous deux
la prolifération, la différenciation et
la survie des cellules de granulosa,
sont bien souvent intriqués au cours
du développement folliculaire (Figure
3B). D’ailleurs, chez des souris, dans
lesquelles le géne codant I’1GF1 ou celui
codant la sous-unité B de la FSH a été
inactivé, le développement folliculaire
est comparable puisqu’il s’arréte dans
les deux cas au stade de follicule pré-
antral. Chez les Rongeurs, I’IGF1 stimule
I’expression du gene du R-FSH, permet-
tant ainsi aux cellules de granulosa
d’augmenter leur sensibilité a la FSH et
de se différencier en cellules stéroido-
genes [21]. UIGF1 amplifie I’action de
la FSH sur I’induction de I’aromatase et
joue un role de médiateur dans Ieffet
anti-apoptotique de FSH sur les cel-
lules de granulosa. €n retour, la FSH
augmente I'expression du récepteur de
I’IGF1 chez les rongeurs. De plus, chez
toutes les especes de mammiféres, la
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FSH inhibe la synthese des protéines de liaison des IGF et stimule leur
protéolyse, augmentant ainsi la biodisponibilité de I’IGF1 pour les
cellules de granulosa au cours du développement folliculaire termi-
nal précédant ovulation [22]. De fagon intéressante, ces deux fac-
teurs activent des mécanismes de signalisation communs, touchant
principalement la voie PI-3 kinase/Akt impliquée dans la survie et la
prolifération des cellules de granulosa et induisent, par cette voie,
la phosphorylation du facteur de transcription Foxo-1, permettant
sa redistribution du noyau vers le cytoplasme [23]. Pour permettre
la différenciation du follicule pré-ovulatoire, la FSH léve I’inhibition
transcriptionnelle exercée par Foxo-1 sur les génes P450 aromatase,
épiréguline ou inhibine a, vraisemblablement en activant de fagon
autonome Sgk (serum/glucocorticoid-regulated kinase) et PKB [24].
€n systeme cellulaire hétérologue, le R-FSH peut d’ailleurs interagir
directement avec un adaptateur, APPL1, connu pour s’associer a
PKB [25].

Conclusions

La FSH régule des mécanismes de signalisation analogues dans les
deux sexes; c’est pourquoi la nature des voies de signalisation mises
en jeu dans la réponse FSH ne semble pas rendre compte des différen-
ces de phénotype observées lorsque la transmission de cette réponse

rimentale. Toutefois, des divergences

majeures apparaissent dans le mode

d’action de la FSH chez le male et chez

la femelle: (1) dans le testicule, I'ac-

tion de la FSH porte sur des étapes de

développement bien distinctes puisque la prolifération
des cellules de Sertoli n’a lieu qu’avant la puberté; en
revanche, tout au long de la vie de la femelle, ces éta-
pes se succedent de fagon continue et se chevauchent
au sein de chaque follicule ovarien en développement ;
(2) la FSH joue un rdle anti-apoptotique crucial dans
les cellules de granulosa, régulant finement I’entrée
en atrésie ou la poursuite du développement follicu-
laire jusqu’a I"ovulation. €n conjonction avec I'action
de I’IGF-1, P'activation de la voie PI-3 kinase semble
essentielle dans la régulation de leur survie. Cette fonc-
tion particuliére de la FSH pourrait suffire a expliquer le
caractéere dramatique des mutations de son récepteur
chez la femme ou de 'invalidation expérimentale de ce
dernier; (3) les mémes voies de signalisation peuvent
€tre activées par la FSH pour transmettre un signal
comparable, mais selon des modalités distinctes dans
chaque sexe, comme c’est le cas pour la voie p70 Sé

au niveau du récepteur est altérée par mutation ou invalidation expé-  kinase.
Il semble donc que la FSH active des
Cellules Cellules mécanismes de signalisation analogues
A C Ecani de signalisati log
proliférantes différenciées dans les deux sexes, mais dans des fené-
tres temporelles d’activation distinctes
- = FSH = FSH au cours desquelles I'action des autres
I SII(H_I@HME mmm@mmml facteurs paracrines des gonades pourrait
| ] étre déterminante pour la réponse biolo-
Cellules % AMPc PI3K gique ultime. ¢
de Sertoli 1 \/ ]
IGF-BP3 @ SUMMARY
Does FSH signaling have a gender?
production de lactate production de lactate FSH is the main endocrine control of mama-
B — D lian reproduction. FSH triggers somatic cells
I ”mmmmm Qlimll of the gonads which support germ cells
ECTETALU = FSH metabolically, i.e. Sertoli cells of the sem-
| i @Hmmmflﬂw{! iniferoous tubules, and granulosa cells har-
Cellules de AMPc PI3K = boring the oocyte, inside the ovarian follicle
granulosa | g yte, .
@ AMPc FSH leads to similar biological responses in
R-FSH @ I ”” R-IGF-1 ! l both cell types since it stimulates prolifera-

survie
prolifération

survie
différenciation

tion and differentiation, according to the
developmental stage. However, FSH recep-
tor knock-out female mice are infertile,

Figure 3. Activation de la voie PI-3 kinase/Akt par la FSH. Activation indirecte par stimulation
autocrine de la production d’IGF-1 (insulin-like growth factor 1) dans les cellules de Sertoli de
raton (A), et par stimulation de la synthése de récepteurs de I'IGF-1 dans les cellules de granu-
losa en prolifération (B). La FSH stimule cette voie de facon directe dans les cellules de Sertoli

du male pré-pubére (€) et dans les cellules de granulosa en différenciation terminale (D). Les

protéines de liaison des IGF (IGF-BP) modulent la bioactivité de I’IGF-1.
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unlike male mice. Hence, FSH is not equally
important in both sexes. Nevertheless, does
FSH induce distinct signalling mechanisms
in its target cells ? Here, we compare the
signalling mechanisms induced by FSH in
ovarian and testicular physiology. ¢
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