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Le controdle des fonctions
différenciées des cellules
de Leydig

Les cellules de Leydig, situé¢es dans I’espace interstitiel tes-
ticulaire, entre les tubules séminiféres, assurent la biosyn-
theése des stéroides dont le plus important est la testostéro-
ne. Sécrétée dés la sixiéme semaine de la vie embryonnaire,
celle-ci induit directement la différenciation des organes gé-
nitaux masculins. Le développement et la fonction des cel-
lules de Leydig sont sous le controle de I’hormone gonado-
trophine chorionique pendant le début de la vie feetale puis
de la LH (luteinizing hormone) : ’action des deux hormones
est relayée par le méme récepteur a sept domaines trans-
membranaires, couplé a ’'adénylyl cyclase. Le maintien des
récepteurs dépend directement de la LH. La régulation de
la synthése des androgénes par la LH semble modulée par
de multiples facteurs, sécrétés au sein du testicule par
les cellules de Sertoli et les cellules germinales, variant
non seulement au cours de I'ontogenése mais aussi selon
le stade du cycle spermatogénétique dans le tubule voisin.

es cellules de Leydig, comme
les cellules du cortex surréna-
lien, dérivent de I’épithélium
ccelomique de la créte urogé-
nitale. Dans I’espéce humai-
ne, les précurseurs des cellules de
Leydig feetales sont identifiables par
leur morphologie au cours de la hui-
tieme semaine de gestation, mais la
différenciation fonctionnelle est plus
précoce car la testostérone, principal
produit de sécrétion de ces cellules,
est détectée dans le testicule feetal
entre la sixiéme et la septiéme semai-
ne de gestation. Une fois différen-
ciées, les cellules de Leydig occupent
I'espace interstitiel testiculaire, entre
les tubules séminifeéres [1, 2].
La fonction endocrine principale
des cellules de Leydig est la sécré-
tion des androgeénes, en particulier

la testostérone. Pendant la vie feeta-
le, ce stéroide induit directement la
différenciation des structures in-
ternes du systéme génital masculin
(épididyme, vésicule séminale et ca-
nal déférent) a partir du canal pri-
mitif de Wolff, et de facon indirecte,
par I'intermédiaire de son dérivé, la
dihydrotestostérone, la masculinisa-
tion des organes génitaux externes
(urétre, prostate, pénis, scrotum) et
du systéme nerveux central. Au mo-
ment de la puberté, la testostérone
est responsable de I’apparition des
caractéres masculins secondaires. En
plus de ces fonctions endocrines, la
testostérone a une fonction paracri-
ne cruciale : elle est indispensable,
en association avec la FSH, a I'initia-
tion et au maintien de la spermato-
geneése.
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Biosynthése
des stéroides dans
les cellules de Leydig

Dans tous les tissus stéroidogenes, le
précurseur principal des stéroides est
le cholestérol. Dans les cellules de
Leydig, la conversion de cholestérol
en testostérone implique trois hy-
droxylations (carbones 17, 20, 22),
deux clivages (20-22 et 17-20), deux
déshydrogénations (3p et 17B) et
une isomérisation (A*®) (figure 1).
Toutes ces réactions sont catalysées
par des enzymes dont la structure des
génes et la localisation chromoso-
mique de ces derniers ont été déter-
minées [3-7]. Dans toutes les espéces
étudiées, chaque cytochrome P-450 —
cholestérol desmolase (P450 scc,
pour side-chain cleavage), 170-hy-
droxylase (P450 170) et aromatase
(P450 arom) — est codé par un seul
géne. En revanche, plusieurs génes
ont été trouvés pour les autres en-
zymes. Chez I'’homme, deux génes (I
et I) et trois pseudo-génes de la 3f-
hydroxystéroide déshydrogénase (3-

HSD) ont été clonés mais, dans les
tissus stéroidogénes, I’expression du
type II est prédominante et les ano-
malies de ce géne sont les seules res-
ponsables des déficits congénitaux de
cette enzyme [8]. Trois genes ont été
clonés, codant pour la 17B-hydroxy-
stéroide déshydrogénase. Les types I
et II utilisent le NAD (H) et catalysent
préférentieliement” "Toxydation des
androgénes et cestrogenes, tandis
que le type prédominant dans le tes-
ticule (type III) utilise le NADP(H)
et catalyse préférentiellement la ré-
duction de I’androsténedione en tes-
tostérone. Les déficits congénitaux
en 17B-hydroxylase/déshydrogénase
sont dus, exclusivement, a une ano-
malie du géne codant pour I’enzyme
de type III [7].

Régulation endocrine
des cellules de Leydig

L’hormone lutéotrope hypophysaire
(LH) et son homologue placentaire
humain (hCG) sont les hormones
principales qui reglent le développe-
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Figure 1. Représentation schématique de la biosynthése des stéroides dans
les cellules de Leydig. 1. Cytochrome P450 cholestérol desmolase (P450scc) ;
2. 3B-hydroxystéroide déshydrogénase A’-A*-isomérase (33-HSD) ; 3. Cyto-
chrome P450 17o-hydroxylase/17-20 lyase (P450 17a) ; 4. 17B-hydroxystéroi-
de déshydrogénase ; 5. Cytochrome P450 aromatase (P450 arom) ; 6. 50.-ré-
ductase. La localisation chromosomique de chaque géne codant pour ces
enzymes chez I’homme est indiquée (Ch).,
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Tableau |

PRINCIPAUX FACTEURS PARACRINES INTRATESTICULAIRES CONTROLANT LES CELLULES DE LEYDIG

Facteur Site de Mise en Régulation Cellules de Leydig
production | évidence Récepteur Effets
Facteur(s) stéroidogene(s) S Protéine FSH / (S) ND / stéroidogenéese
Facteur(s) inhibiteur(s) de
la stéroidogenése S Protéine ND \. fonctions différenciées
IGF-1 L, S ARNmM FSH / (S) + / fonctions différenciées
Protéine hCG / (L)
TGFB L,S P ARNm FSH \ (S) + \. fonctions différenciées
Protéine
EGF/TGFa L,S, G P ARNmM ? + / stéroidogenése
Protéine \. fonctions différenciées
FGF L, S, G, P ARNm FSH / (S) + \. fonctions différenciées
Protéine
NGF G ARNm ? ? ?
Protéine
PDGF L Protéine / hCG (L) + \. fonctions différenciées
Inhibine/Activine L, S ARNm FSH / (S) + Inhibine / stéroidogenéese
Protéine hCG / (L) Activine \ stéroidogenese
Interleukine 1 L,S,M ARNm LPS / (S) + \ fonctions différenciées
Protéine hCG et LPS / (L)
Interleukine 2 M, G ARNm ?
Protéine
TNF-a G ARNmM ? ND Stimulant: rat
Inhibiteur: porc, souris
Interleukine 6 L, S ARNm FSH, IL 1,LPS / (S)
Protéine hCG et LPS / (L)
GHRH L, G ARNmM hCG / (L) ND Stimulant ou sans effet
Protéine
CRF L ARNm hCG / (L) + \. stéroidogenése
Protéine stimulée par LH
AVP L, S ARNm - + Effet aigu / stéroidogenése|
Protéine \ fonctions différenciées
A-li L Protéine + Inhibition
Endothéline S ARNm FSH \ (S) + / stéroidogenése
Protéine
POMC L ARNm LH / (S) ?
Protéine

Abréviations : A-ll: angiotensine Il; AVP: arginine-vasopressine,; CFR: corticotropin-releasing factor, EGF: epidermal growth factor, FGF: fibroblast
growth factor, FSH: follicle stimulating hormone, G: cellules germinales; GHRH: growth hormone releasing factor,; hCG: human chorionic gonado-
tropin, IGF-I: insulin-like growth factor /I, L: cellules de Leydig, LH: luteinizing hormone, LPS: lipopolysaccharides; M: macrophage; ND: non déter-
miné; NGF: nerve growth factor, P: cellules péritubulaires; PDGF: platelet-derived growth factor, POMC: proopiomélanocortine,; S: cellules de Ser-

toli; TGFB ou a: transforming growth factor B or a; TNF-a: tumor necrosis factor a. (pour revue, voir (22, 39].)
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ment et la fonction des cellules de
Leydig. Pendant la vie foetale, 'hCG
semble assumer ces fonctions car la
sécrétion hypophysaire de LH com-
mence entre la onziéme et la douzie-
me semaines de gestation, trois a
quatre semaines apres le début de la
production de testostérone par le tes-
ticule feetal et, jusqu’a la quinziéme
semaine, il existe une corrélation
étroite entre les taux plasmatiques
foetaux d’hCG et la concentration de
testostérone dans le testicule et dans
le sang feetal, ainsi que dans le liqui-
de amniotique [9]. Cependant, a la
fin de la vie feetale, le développement
et la fonction des cellules de Leydig
sont, au moins en partie, sous le
controle de la LH car, chez le feetus
anencéphalique, le nombre de cel-
lules de Leydig et la production des
androgénes sont réduits.

Les deux hormones, LH et hCG, re-
connaissent un récepteur unique qui
a été cloné dans plusieurs espéces
(m/s n°8, vol. 5, p. 609, [10-13]). Il
appartient a la famille des récepteurs
a sept passages transmembranaires
mais a la particularité, partagée avec
les récepteurs des autres hormones
glycoprotéiques, TSH et FSH, d’avoir
un domaine extracellulaire tres long
de 350 a 400 acides aminés, codé par
dix exons, et qui contient les do-
maines de liaison de I’hormone. Le
récepteur de LH/hCG est couplé a la
fois a I'adénylyl cyclase et a la phos-
pholipase C [13] mais les données
actuelles indiquent que la plupart, et
probablement la totalité, des effets
de LH/hCG sont exercés par I'inter-
médiaire de ' AMPc.

LH/hCG ont deux effets sur les cel-
lules de Leydig : aigu, de stimulation
de la production de testostérone,
chronique, d’expression et de main-
tien des fonctions différenciées, en
particulier des récepteurs de LH et
des enzymes de la stéroidogenese,
mais aussi de la sécrétion de cer-
taines protéines (Tableau I).

L’action stéroidogéne aigué apparait
dans les minutes qui suivent I’interac-
tion hormone-récepteur. Elle im-
plique essentiellement une transloca-
tion de cholestérol du cytosol vers la
membrane interne de la mitochon-
drie, ou se localise le cytochrome P-
450 scc qui, en association avec
I'adrénodoxine et I'adrénodoxine ré-
ductase, catalyse la conversion de
cholestérol en prégnénolone. Cette

translocation n’a pas besoin de la
transcription mais est bloquée par les
inhibiteurs de la synthése protéique.
Les facteurs, ainsi que les méca-
nismes impliqués dans la transloca-
tion du cholestérol, ne sont pas enco-
re complétement élucidés, mais des
données récentes [14] suggeérent
que le récepteur périphérique ou
mitochondrial des benzodiazépines
(MDR = mitochondrial diazepin-binding
inhibitor) et son ligand endogeéne
(DBI = diazepin-binding inhibitor) joue-
raient un réle important dans ce pro-
cessus [15].

Le role crucial de LH/hCG et de son
récepteur dans la différenciation des
cellules de Leydig et dans le main-
tien de leurs fonctions différenciées
dérive de I’analyse de certains cas en
pathologie humaine et de travaux
expérimentaux : (1) absence de cel-
lules de Leydig chez I'homme [16]
et chez le rat [17] avec pseudoher-
maphrodisme masculin, associé a
une absence de récepteur de LH.
Cependant, les anomalies génétiques
responsables de cette absence de ré-
cepteur n’ont pas encore été éluci-
dées; (2) une mutation ponctuelle
du géne codant pour la sous-unité B
de LH est responsable d’un hypogo-
nadisme majeur associé a une absen-
ce de cellules de Leydig [18]; (3)
chez le rat adulte, apres destruction
des cellules de Leydig par I’adminis-
tration d’EDS (éthyléne diméthane
sulfonate), la repopulation de I'espa-
ce interstitiel avec des cellules de
Leydig dépend de la présence de LH
ou hCG [19]; (4) chez ’animal, I’hy-
pophysectomie ou I'inhibition de la
sécrétion de LH produisent une
atrophie des cellules de Leydig, asso-
ciée a une diminution du nombre de
récepteurs de LH et de I'activité des
enzymes de la stéroidogenese [20];
(5) une mutation ponctuelle (A =
G), activatrice du récepteur de LH,
produit une hyperplasie et un hyper-
fonctionnement des cellules de Ley-
dig dans le syndrome de puberté
précoce familial [21].

De nombreuses études in vivo et in
vitro (pour référence, voir [22]) ont
montré que LH/hCG reégle positive-
ment, par I'intermédiaire de ’AMPc,
I'expression de plusieurs enzymes de
la stéroidogenése, en particulier les
cytochromes P-450scc et P-450 170 et
la 3B-HSD. Bien que le promoteur de
ces geénes ne contienne pas la sé-
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Figure 2. Représentation schématique des facteurs susceptibles de régler
positivement (+) ou négativement (-) les fonctions des cellules de Leydig. A
cété de la régulation endocrine par la LH/hCG, absolument nécessaire pour
une fonction normale des cellules de Leydig, on connait toute une régulation
locale, autocrine et paracrine. Les facteurs paracrines stimulant (+) ou inhi-
bant (-) la fonction des cellules de Leydig sont essentiellement synthétisés
par les cellules de Sertoli. Les cellules germinales exerceraient un effet né-
gatif relayé par le TNF-o.. Abréviations : A-ll : angiotensine Il ; CRF : cortico-
tropin-releasing factor ; AVP : arginine-vasopressine ; TGFB ou « : transfor-
ming growth factor B or o ; IGF-I : insulin-like growth factor ; EGF : epidermal

growth factor ; FGF: fibroblast growth

quence consensus CRE (cAMP regula-
tory element), des séquences réglées
par ’AMPc appelées CRS (¢cAMP res-
ponsive sequence) ont été identifiées
dans la partie 5° des promoteurs. La
localisation et la séquence de ces élé-
ments sont non seulement spéci-
fiques de chaque géne, mais aussi,
pour le méme gene, spécifiques du
tissu et de 'espéce (pour revue, voir
(22]).

Plus récemment, il a été montré que
tous les génes des cytochromes P-450
codant pour les enzymes de la stéroi-
dogenese (P-450scc, P-45017c, P-
450arom, P-45021-hydroxylase et P-
45011B-hydroxylase) contiennent une
ou plusieurs séquences consensus
(C/T) CAA GG (T/C) liant un fac-
teur nucléaire appelé SF-1 (steroidoge-
nic factor 1) [23] ou Ad4BP (adrenal 4-
binding protein) [24], et que ce facteur

m/s n°4, vol. 11, avnil 95

factor ; IL1 : interleukine 1.

augmente l’expression de ces en-
zymes dans les tissus stéroidogenes
[23-25]. Le clonage du géne codant
pour ce facteur [26, 27] a montré
qu’il est I’homologue du geéne fushi
tarazu factor 1 (FI'Z-1) de la drosophi-
le, qui code pour un récepteur nu-
cléaire orphelin et qui régle I'expres-
sion de I'homeobox fushi tarazu
pendant le développement précoce
[28, 29]. L’utilisation d’anticorps
spécifiques [30] et des études d’hy-
bridation i situ [31, 32] ont montré
que ce facteur s’exprime dans toutes
les cellules stéroidogénes (cellules du
cortex surrénalien, cellules de Ley-
dig, cellules thécales et de la granulo-
sa de I’ovaire, corps jaune) et dans
les cellules de Sertoli. Au cours de la
vie foetale, son expression dans la cré-
te urogénitale est trés précoce, suggé-
rant que ce facteur pourrait jouer un

role dans la différenciation des go-
nades. Ce role a été confirmé récem-
ment chez la souris apres inactivation
du géne par recombinaison homo-
logue (m/s n°11, vol. 10, p. 1171, [33,
34]). Tous les animaux homozygotes
avaient une agénésie des surrénales
et des gonades, avec des organes gé-
nitaux internes et externes de type
féminin. La présence, chez la souris
male, d’organes génitaux internes de
type féminin pourrait étre due, soit a
I’absence de développement testicu-
laire, en particulier des cellules de
Sertoli, soit a I’absence d’hormone
antimullerienne car ce facteur regle
directement I’expression de ce géne
[35].

Des données contradictoires existent
concernant le role de LH/hCG sur
son propre récepteur. Comme indi-
qué plus haut, la présence de LH a
des concentrations physiologiques est
indispensable pour le maintien de
ses propres récepteurs. Cependant,
de nombreux travaux in vivo et in vi-
tro (pour revue voir [22]) ont montré
que LH/hCG induit une perte de ses
propres récepteurs par trois méca-
nismes : internalisation-dégradation
du complexe hormone-récepteur, di-
minution de la transcription du géne
du récepteur et augmentation de la
dégradation de '’ARNm codant pour
le récepteur. L’'importance quantita-
tive de chacun de ces processus dans
le phénomeéne de régulation négative
dépend du récepteur lui-méme et du
type de cellules de Leydig. Cette dis-
cordance entre leffet négatif de
I’hormone sur ses propres récepteurs
et sa nécessité absolue pour leur
maintien pourrait étre expliquée par
la différence dans le temps d’interac-
tion hormone-récepteur. Dans des
conditions physiologiques, du fait de
la demi-wvie trés courte de LH (mi-
nutes) et de sa sécrétion par pulses de
courte durée, le temps d’interaction
hormone-récepteur est trés court. En
revanche, dans les conditions expéri-
mentales, le contact de I’hormone
avec le récepteur est beaucoup plus
long, aussi bien in vivo, car dans la
plupart des études on a utilisé de
I'hCG qui a une demi-vie tres longue
(heures), qu’in vitro ou I’hormone
est présente pendant toute la période
expérimentale. L’utilisation de la LH
recombinante devrait permettre de
confirmer ou d’infirmer cette hypo-
these.
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Régulations paracrine,
autocrine et intracrine
des fonctions

des cellules de Leydig

A c6té de la régulation endocrine par
la LH/hCG, absolument nécessaire
pour une fonction normale des cel-
lules de Leydig, de multiples travaux
ont montré au cours de ces derniéres
années que la réponse des cellules de
Leydig a LH/hCG pouvait étre mo-
dulée par des facteurs sécrétés et
agissant au sein du testicule. Il faut
souligner que cette régulation locale
agit en association et dépend tres
souvent des gonadotrophines.

Le concept de régulation locale des
fonctions des cellules de Leydig s’est
développé a partir de multiples résul-
tats, obtenus in vivo et in vitro, qui
ont été analysés dans plusieurs ar-
ticles récents [22, 36-39] ou on peut
trouver le détail et les références. Les
principales conclusions découlant de
ces travaux ont été les suivantes : (1)
I'aspect morphologique et la fonc-
tion des cellules de Leydig varient
non seulement au cours de I’ontoge-
neése, mais aussi selon le stade du
cycle spermatogénétique dans le tu-
bule voisin. La destruction ou l'alté-
ration des cellules de la lignée germi-
nale provoquent des modifications
morphologiques et fonctionnelles
des cellules de Sertoli, mais aussi des
cellules de Leydig; (2) in vivo et in
vitro la FSH, par I'intermédiaire de
ses cellules cibles, les cellules de Ser-
toli, stimule I'expression des génes
codant pour les fonctions différen-
ciées des cellules de Leydig; (3) le
fluide interstitiel du testicule, ainsi
que le milieu conditionné par les cel-
lules de Sertoli, ont deux types d’ef-
fets sur les cellules de Leydig : aigu,
de stimulation de la production de
testostérone, et a long terme, de mo-
dulation des fonctions différenciées.
Bien qu’aucun des facteurs respon-
sables de ces différents effets n’ait en-
core été purifié, des arguments indi-
rects suggerent que les effets aigus et
chroniques pourraient étre exercés
par des facteurs différents.

Devant I’échec, jusqu'a présent, de
I'isolement et de la purification des
facteurs agissant sur les cellules de
Leydig a partir du fluide interstitiel
testiculaire ou des milieux condition-
nés par les cellules de Sertoli, une
deuxiéme approche pour identifier

ces facteurs a été d’analyser les effets
de facteurs connus sur les cellules de
Leydig et de voir si ces facteurs
étaient produits a 'intérieur du testi-
cule. En utilisant cette approche, il a
été montré que de nombreux fac-
teurs sont produits localement et
agissent sur les cellules testiculaires
et qu’un certain nombre remplissent
les cinq critéres indispensables pour
qu’il puisse étre établi qu’ils jouent
effectivement un roéle paracrine
et/ou autocrine : (a) synthese et sé-
crétion locales ; (b) action sur les cel-
lules du tissu considéré ; (c) sécré-
tion réglée par des facteurs physio-
logiques ; (d) concentration locale
compatible avec le K;, et 'EC;, de fac-
teurs pour d’autres cellules cibles ;
(e) modification de la fonction des
cellules des tissus considérés lorsque
le facteur est bloqué par des anti-
corps spécifiques ou par des antago-
nistes.

Le Tableau I donne une liste non ex-
haustive d'un certain nombre de fac-
teurs qui remplissent plusieurs des
critéres indiqués ci-dessus et la figure
2 est une représentation schématique
montrant l'origine et les effets des
principaux facteurs locaux, para-
crines et autocrines, réglant les fonc-
tions différenciées des cellules de
Leydig. Cependant, il faut souligner
que la plupart des données ont été
obtenues a partir des modeles in vi-
tro, en utilisant des systémes (cellules
isolées ou coculture de plusieurs
types de cellules) dans lesquels,
d’'une part, la structure tissulaire
n’est plus conservée et, d’autre part,
les cellules sont dans un circuit fer-
mé. Par conséquent, on ne doit ex-
trapoler ces données obtenues in vi-
tro a des situations in vivo qu’avec
une certaine prudence. Dans le fu-
tur, l'utilisation des animaux transgé-
niques, avec une surexpression de
ces facteurs ou de leurs récepteurs
sous le contréle d’un promoteur spé-
cifique de tissu ou leur inactivation
par  recombinaison  homologue,
pourrait étre une nouvelle approche
pour mieux définir le réle de ces fac-
teurs dans la régulation des cellules
de Leydig W
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Summary

Control of Leydig cell differentiated functions

Endocrine and exocrine functions of
the testis are the result of the specific
tissular organization involving the in-
terstitial compartment containing
the steroidogenic Leydig cells and,
separated by the blood-testicular bar-
rier, the tubules containing Sertoli
cells supporting spermatogenesis
both anatomically and functionnally.
Although the endocrine control of
the testis, in particular of Leydig
cells, is well established, new data ac-
cumulated in the last few years indi-
cate that a local control is required
for a normal production of andro-
gens, mainly testosterone, by Leydig
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cells. In the present paper, we review
the endocrine, paracrine and auto-
crine regulation of Leydig cells diffe-
rentiated functions. Luteinizing hor-
mone (LH) or its homologue
human chorionic  gonadotropic
(hCG) have two effects, acute stimu-
lation of testosterone production
and long-term effects in the expres-
sion of genes coding for LH receptor
and the steroidogenic enzymes. The
effects of gonadotropin on Leydig
cell differentiated functions, are
subtly regulated by locally acting fac-
tors produced by somatic testicular
cells and germ cells. In witro studies

have shown that several growth fac-
tors, cytokines and neuropeptides
fullfilled the criteria to establish that
they may play a paracrine/autocrine
action. However, the potential phy-
siological significance remains to be
established since evidence from in
vivo experiments supporting the pre-
sumed action of a given factor are, in
any cases, lacking. It is hoped that
transgenic animals overexpressing a
factor or its receptor driven by tissue-
specific promoter, or targeted dis-
ruption of such proteins, may provi-
de a new approach to define their
physiological role in vivo.
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